


—— 





Biologische Gasreaktionen. 


I. Mitteilung: 
Die Umsetzungen des Kohlenoxyds. 


Von 


Franz Fischer, R. Lieske und K. Winzer. 
(Eingegangen am !. April 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Inhalt. 
Einleitung . 


Die katalytische nip werene rim ieee 


Die biologische Hydrierung des Kohlenoxyds . 
ne ae ae ee er ere ee ie | 


Untersuchungen iiber die bei der Kohlenoxydumsetzung entstehenden 
Zwischenprodukte ... . : Pree. Mat gee sks = oho 


Die katalytische Oxydation des ea 5 i dea gah Se el i 
Die biologische Oxydation des Kohlenoxyds mit freiem Sauerstoff . 264 
Oe ee a eee 


Einleitung. 

Katalytische Umsetzungen technisch wichtiger Gase spielen heute 
in der chemischen Praxis eine bedeutende Rolle. Es hat sich nun gezeigt, 
daB eine Reihe dieser Prozesse, sobald sie einen UberschiuB an Kalorien 
ergeben, also exotherm sind, auch von Mikroorganismen durchgefiihrt 
werden kénnen. Wir fiihrten eine groBe Anzahl biologischer Gas- 
umsetzungen durch, und zwar wurden in erster Linie bisher untersucht 
die Umsetzungen des Kohlenoxyds und der Kohlensiure, sowie die 
Umsetzungen verschiedener Kohlenwasserstoffe. Die noch in grobem 
Umfang im Gange befindlichen Untersuchungen sollen in verschiedenen 
Mitteilungen veréffentlicht werden, zundchst wird im folgenden iiber 
die bisher vorliegenden Ergebnisse der Untersuchungen tiber die bio- 
logische Umsetzung des Kohlnoxyds berichtet. 

Die biologischen Prozesse der Gasassimilation verlaufen entweder 
bei AusschluB von freiem Sauerstoff (anaerob), oder es ist dazu freier 
Sauerstoff unbedingt notwendig (aerobe Umsetzungen). Die aeroben 
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und anaeroben Umsetzungen werden im allgemeinen von verschiedenen 
Mikroorganismen verursacht und geben dann auch verschiedene End- 
produkte. Wie in der vorliegenden Arbeit naher ausgefiihrt wird, 
kann aber Kohlenoxyd auch bei Abwesenheit von freiem Sauerstoff 
oxydiert werden. Aerobe und anaerobe Umsetzungen sind daher nicht 
immer streng zu trennen. 

Es diirfte zunachst ein kurzer Uberblick iiber die rein chemischen 
Umsetzungen des Kohlenoxyds von Interesse sein, um eine Basis fiir 
einen Vergleich der chemischen und biologischen Reaktionen zu ge- 
winnen. 

Die katalytische Hydrierung des Kohlenoxyds. 


In den letzten Jahrzehnten sind zahlreiche Untersuchungen ausgefiihrt 
worden, Kohlenoxyd-Wasserstoffgemisch mit den verschiedensten Katalysa- 
toren und unter den verschiedensten Bedingungen von Druck und Tem- 
peratur zur Reaktion zu bringen, mit dem Ziele, vor allem fliissige Brenn- 
stoffe zu gewinnen. In der Tat gelang es, Kohlenoxyd katalytisch zu 
reduzieren und sowohl teilweise hydrierte, noch sauerstoffhaltige Produkte 
als auch vollkommen hydrierte Kohlenwasserstoffe zu erhalten. Dabei hat 
sich die Katalyse immer mehr in der Richtung entwickelt, Katalysatoren 
heranzubilden, die spezifisch fiir bestimmte Reaktionen sind und die un- 
erwiinschte Nebenreaktionen ausschalten. 

Die ersten Untersuchungen iiber die Hydrierung des Kohlenoxyds 
wurden von Sabatier und Senderens (1) angestellt, die mit Hilfe von Nickel- 
und Kobaltkontakten bei gew6hnlichem Druck bis zum Methan hydrierten. 
Franz Fischer, Tropsch und Dilthey (2) konnten bei der systematischen 
Erforschung die Reihe der Katalysatoren bedeutend erweitern; und zwar 
handelt es sich hier hauptsachlich um solche Metalle, die imstande sind, 
Carbonyle und Hydride zu bilden. Auch der Cedford-ProzeB aus dem 
Jahre 1910 sei hier erwahnt, bei dem Kohlenoxyd-Wasserstoffgemische im 
Verhaltnis 1: 5 katalytisch zu Methan umgesetzt wurden. Kemmer setzte 
1922 (3) diese Untersuchungen fort mit dem Ziele, durch katalytische 
Hydrierung das Kohlenoxyd aus dem Leuchtgas zu entfernen. 

. Die Anwendung hohen Druckes fiihrte zur Methanolsynthese der 

I. G. Farbenindustrie A.-G. (4). In Frankreich wurden von Patart (5) 
Untersuchungen iiber die Einwirkung hohen Druckes auf Kohlenoxyd- 
Wasserstoffgemische vorgenommen, und zwar mit Chromaten, Manganaten, 
Molybdaten, Wolframaten, Vanadaten von Silber, Kupfer, Zink als Kata- 
lysatoren. Die katalytische Umsetzung ergibt hierbei ziemlich reines 
Methanol. In einer Versuchsanlage fiir 150 bis 200 kg Methanol Tages- 
leistung wird eine Temperatur von 350 bis 400° als die optimale und eine 
Mischung von Zinkoxyd und Chromoxyd als der wirksamste Kontakt 
angegeben. Audibert (6) fiihrt fiir die Hydrierung des Kohlenoxyds die 
Suboxyde einiger Metalle ein, die wegen der leichten Oxydierbarkeit im 
Reaktionsrohr aus héheren Oxyden hergestelit werden. Bei 200 Atm. 
und Temperatur unterhalb 300° gewinnt er reines Methanol, wahrend bei 
héherer Temperatur sauerstoffhaltige Produkte auftreten; letztere wurden 
auch bei niederen Temperaturen und alkalisierten Kontakten beobachtet. 
Weitere Untersuchungen und Veréffentlichungen iiber die Bildung von 
Methanol finden wir hauptsaéchlich bei amerikanischen Forschern [Gins- 
berg (7), Brown und Galloway (8), Lewis und Frolich (9))}. 
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Ebenfalls unter Anwendung hohen Druckes gelangten Franz Fischer 
und T'ropsch (10) zur Syntholsynthese. Bei dieser wird von Schwefel- 
verbindungen freies Wassergas auf 150 Atm. komprimiert und bei 400 bis 
450° durch ein Druckrohr geschickt, das mit Kaliumcarbonat alkalisierte 
Eisenspaéne enthaélt. Das Reaktionsprodukt besteht aus einem CGemisch 
von aliphatischen Alkoholen, Aldehyden und Séuren, das als Synthol 
bezeichnet wurde. Nach Entfernung der Sauren ist es als Motorbetriebs- 
stoff verwendbar. Durch Druckerhitzung konnten die sauerstoffhaltigen 
Verbindungen in gesiéttigte Kohlenwasserstoffe umgewandelt werden 
(Synthin). 

Die Anwendung hohen Druckes fiihrt hauptséchlich zu sauerstoff- 
haltigen Produkten. Bei Drucksenkung treten diese immer mehr in den 
Hintergrund, es erscheinen dafiir in immer gréBeren Mengen Kohlenwasser- 
stoffe. Diese Beobachtung von Franz Fischer und Tropsch (11) fiihrte 1925 
zur Synthese der Erd6l-Kohlenwasserstoffe bei gew6éhnlichem Atmosphiren- 
druck. Unter Anwendung von Mischkatalysatoren, die aus fein verteiltem 
Metall der Eisengruppe und Oxyden oder anderen geeigneten Substanzen 
bestehen, konnten bei gewéhnlichem Druck und Temperaturen unterhalb 
300° gasférmige, fliissige und feste aliphatische, gréBtenteils gesittigte 
Kohlenwasserstoffe synthetisiert werden. Die weitere Verfolgung dieser 
Ergebnisse richtete sich darauf, geeignete Katalysatoren zu finden, die die 
gasférmigen und festen Produkte in den Hintergrund treten lassen, um da- 
durch immer mehr fliissige Produkte, vor allem Benzin, zu gewinnen. 
Versuche, die an anderen Stellen, besonders im Bureau of Mines in Pittsburg, 
ebenso auch in Japan angestellt wurden, konnten nur die Ergebnisse von 
Franz Fischer und Mitarbeitern bestatigen. 


Die biologische Hydrierung des Kohlenoxyds. 


Die Frage, ob es méglich ist, Kohlenoxyd auf biologischem Wege 
zu hydrieren, ist aus verschiedenen Griinden von besonderem Interesse. 
Man kénnte zunachst vermuten, daB das Kohlenoxyd, das fiir Menschen 
und héhere Tiere auBerordentlich giftig ist und schon in verhaltnis- 
maBig geringen Mengen den Tod verursachen kann, auch fiir die Zellen 
héherer und niederer Pflanzen schadlich sei. 

Uber die Wirkung des Kohlenoxyds auf héhere Pflanzen liegen 
genauere Untersuchungen aus neuerer Zeit merkwiirdigerweise nicht 
vor. Vielfach wird angenommen, daB Kohlenoxyd in gréBerer Menge 
héhere Pflanzen zwar nicht abtétet, aber doch das Wachstum ungiinstig 
beeinfluBt. So sollen z. B. die durch Leuchtgas oder Tabaksrauch 
bei héheren Pflanzen beobachteten Schaden teilweise auf den Gehalt 
an Kohlenoxyd zuriickzufiihren sein. Nach unseren Untersuchungen 
schadigt dieses Gas aber héhere Pflanzen itiberhaupt nicht. Wir lieben 
z. B. Samen von Hafer, Gerste, Buchweizen, Hanf und anderen Pflanzen 
in Kohlenoxyd keimen, ohne Schadigungen beobachten zu kénnen. In 
reinem Kohlenoxyd wird die Keimung natiirlich gehemmt oder ganz 
unterdriickt, da der zur Atmung notwendige Sauerstoff fehlt. In 90°, 
Kohlenoxyd + 10°, Sauerstoff keimten dagegen die Samen normal 
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und wuchsen spater in freier Luft zu gesunden Pflanzen aus. In einer 
Atmosphare von 20°, Kohlenoxyd, 60° Stickstoff und 20°, Sauerstoff 
entwickelten sich die untersuchten Keimpflanzen durchaus normal. 
Kohlenoxyd ist jedenfalls, wie aus unseren Untersuchungen hervorgeht, 
fiir héhere Pflanzen kein Gift. 

Die Frage, ob héhere griine Pflanzen Kohlenoxyd in gleicher 
Weise wie Kohlensaure assimilieren kénnen, wurde bereits vor einem 
halben Jahrhundert in negativem Sinne beantwortet, neuere Unter- 
suchungen tiber diese Frage mit zeitgemaBen Hilfsmitteln waren aber 
sehr erwiinscht. Die negativ verlaufenen Untersuchungen iiber die 
Kohlenoxydassimilation héherer Pflanzen fiihrten aber zu einem 
wesentlich neuen Ergebnis, namlich zu der Entdeckung, daB Bakterien 
Kohlenoxyd sehr leicht umzusetzen vermégen. Hieriiber wird in dem 
Abschnitt tiber die biologische Oxydation des Kohlenoxyds naher 
berichtet. Bakterien sind jedenfalls gegen Kohlenoxyd in jeder beliebigen 
Konzentration unempfindlich. 

Uber die Tatsache, daB es Bakterien gibt, die Kohlenoxyd mit 
Wasserstoff zu Methan reduzieren, haben wir bereits in zwei Mitteilungen 
(12) kurz berichtet. Bringt man etwas Gartenerde oder Schlamm aus 
Emscherbrunnen in einen Glaskolben und leitet dariiber ein Gemisch 
von Kohlenoxyd und Wasserstoff (1 : 3), so kann man in den Kulturen 
nach mehrmaliger Neufiillung eine Reaktion erzielen, die der Forme! 

CO + 3H, = CH, + H,O + 46 Cal 
annahernd entspricht. Eine Anzahl solcher Versuche mit den ent- 
sprechenden Analysenergebnissen haben wir bereits in den erwahnten 
Veréffentlichungen mitgeteilt. 

Um den Verlauf der Reaktion in seinen einzelnen Phasen genauer 
festzustellen, haben wir nun weiterhin umfangreiche Versuche durch- 
gefiihrt, die im folgenden naher beschrieben werden. Es ware mdéglich, 
daB das Kohlenoxyd durch den Wasserstoff erst nach Bildung von 
Zwischenstufen zu Methan und Wasser reduziert wird. Man nahm 
ja z. B. friiher an, daB das Enzym der Hefe Traubenzucker glatt in 
Kohlensaéure und Alkohole spalten kénne, wahrend Newberg durch seine 
ausgezeichneten Untersuchungen zeigen konnte, daB der ProzeB iiber 
die Bildung von Methylglyoxal, Brenztraubenséure und Acetaldehyd 
verlauft. 


Die Kulturen wurden, wie in unseren friiheren Arbeiten berichtet 
wurde, im allgemeinen iiber organischem Schlamm durchgefihrt. Bei 
richtig angestellten Kulturen und gut ausgefaultem Schlamm konnten 
bei Untersuchung der Gasmischungen keine stérenden Nebenwirkungen 
der organischen Substanz beobachtet werden. In den Fallen aber, 
wo es sich darum handelte, geringe Mengen etwa gebildeter organischer 
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Nebenprodukte festzustellen, konnte natiirlich nicht mit organischem 
Schlamm, sondern nur mit rein anorganischem Substrat gearbeitet 


werden. Versuche mit anorganischen Nahrlésungen ergaben, mit Rein- 
kulturen der gasumsetzenden Bakterien beimpft, zunidchst keine ge- 
niigende Reaktion. Wie wir schon friiher berichteten, lieB sich der 
organische Schlamm ersetzen durch kolloidale Hydroxyde, in erster 
Linie durch Aluminium- und Eisenhydroxyd. Bei den Eisenhydroxyd- 
kulturen wurde nun beobachtet, daB die Gasreaktionen oft lange Zeit 
ausblieben, dann aber plétzlich und intensiv einsetzten. Beim Einsetzen 
der Reaktion trat regelmaBig Schwarzung des Eisenhydroxyds auf. 
Eine ahnliche Erscheinung wurde auch in Kulturen mit Erde oder 
Schlamm bemerkt. In allen Fallen war beim Einsetzen der Reaktion 
eine Schwarzung des Substrats zu beobachten. Es lag damit nahe, 
anzunehmen, da®B fiir die Gasumsetzungen das Vorhandensein von 
Sulfiden, besonders Eisensulfid als ,,Katalysator’’ von besonderem 
EinfluB ist. . 

Es wurden nun in groBer Zah] Kulturen mit! rein anorganischen 
Lésungen und Eisensulfid als Ersatz fiir den organischen Schlamm 
angesetzt, und es zeigte sich in der Tat, daB das Sulfid den organischen 
Schlamm ersetzen kann. Wir stellten das Eisensulfid her durch Aus- 
fallen von Eisensulfat mit Ammoniumeulfid, durch Behandeln frisch 
gefallten Eisenhydroxyds mit Schwefelwasserstoff und durch Uberleiten 
von Schwefelwasserstoff tiber technisch verwendete Gasreinigungsmasse 
(Raseneisenstein, Luxmasse). Genaue Untersuchungen dariiber, welche 
Darstellungsmethode des Sulfids am vorteilhaftesten ist, sind noch 
im Gange. 

Durch Benutzung des Eisensulfids als Katalysator bei der bio- 
logischen Reduktion des Kohlenoxyds war nunmehr die Méglichkeit 
gegeben, den Umsetzungsmechanismus genauer zu studieren, da als 
Quelle fiir die in der Kultur vorhandene organische Substanz nur noch 
das Kohlenoxyd in Frage kommt. Es fragt sich zunachst, ob an Stelle 
des Eisensulfids auch andere Metallsulfide die gleiche Wirkung haben. 
Untersucht wurden in gleicher Weise die Sulfide von Kupfer, Nickel, 
Kobalt, Mangan und Quecksilber. 

Von Kupfer und Quecksilber ist zunachst eine Wirkung nicht zu 
erwarten, da beide Metalle starke Bakteriengifte darstellen. Ausgefalltes 
schwarzes Quecksilbersulfid sowie rotes Quecksilbersulfid (Zinnober) 
ergaben in der Tat keinerlei Reaktion, sehr gut und dem Eisen nicht 
nachstehend reagierte dagegen Kupfersulfid. Die biologiscae Wirkung 
des Kupfersulfids erklart sich daraus, da8 bei einem Uberschu8 von 
Schwefelwasserstoff lésliche Kupferverbindungen restlos in das unlés- 
liche, nicht in schadliche Kupferionen dissoziierte Sulfid tibergehen. 
Aus der Praxis der Abwasserbeseitigung ist bekannt, daB selbst in 
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Wassern, die einen sehr hohen Kupfergehalt aufweisen (mehrere Prozent) 
die biologische Zersetzung des Faulschlammes nicht aufgehoben wird, 
was sich ebenfalls nur durch die Festlegung des Kupfers erklirt, das 
biologisch nur als Kupferion wirkt. 

Eine gute Reaktion wurde ferner erzielt mit Mangansulfid, ferner 
mit einer Mischung der Sulfide von Eisen, Kobalt und Kupfer. Nickel- 
sulfid reagierte nicht, noch untersucht wurden die Sulfide von Zink 
und Blei. 

Im Zusammenhang mit der Sulfidbildung steht die Sulfatreduktion 
in den Kulturen. Schon bei den ersten Kulturversuchen mit organischem 
Schlamm lieB sich beobachten, daB bei Gegenwart von Sulfaten in 
der Nahrlésung die Gasumsetzungen bedeutend schneller einsetzten 
als ohne Sulfate. Genaue Analysen solcher Kulturen ergaben, dab 
Sulfate, die in der Nahrlésung enthalten sind, restlos verschwinden. 
Sie werden bis zu Schwefelwasserstoff reduziert, der frei werdende 
Schwefelwasserstoff verbindet sich mit den in der Lésung vorhandenen 
Schwermetallsalzen zu Sulfiden, welche dann die Gasumsetzungen 
in der bereits beschriebenen Weise férdern. 


Sehr wichtig ist noch, daB das Kulturmedium immer schwach 
alkalisch ist. Die Umsetzung wird gehemmt, sobald der pg-Wert 
wesentlich unter 7 sinkt. Da, wie spaéter naiher erértert wird, bei der 
Gasumsetzung in anorganischer Nahrlésung immer Sdaure gebildet 
wird, ist ein anfanglicher AlkaliiiberschuB von ausschlaggebender 
Bedeutung. In Kulturen mit organischem Schlamm ist die anfangliche 
alkalische Einstellung weniger wichtig, da durch die Zersetzungs- 
produkte der organischen Substanz sich die Kulturen von selbst auf den 
giinstigsten py-Wert einstellen. 


Unter Beriicksichtigung aller vorstehend geschilderten Faktoren 
empfiehlt es sich, die Kulturen wie folgt anzusetzen: Aus 1 g Ferri- 
chlorid wird das Ferrihydroxyd mit Ammoniak ausgefallt, der Nieder- 
schlag wird sorgfaltig durch Absetzenlassen mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen, hierauf in Wasser suspendiert mit Schwefelwasserstoff 
in Sulfid umgewandelt und nach erneutem sorgfaltigem Auswaschen 
in den in unseren friiheren Arbeiten beschriebenen Kulturkolben ge- 
bracht, der 100 ccm Niahrlésung enthalt, die wie folgt zusammen- 
gesetzt ist: 

0.5 % K,HPO, 
0,1 % NH,Cl 
0,05°% NaHCO, 


Geimpft werden die Kolben mit einer Reinkultur oder mit 1 bis 
5 ccm klarer, schlammfreier Lésung, die aus alten, gut eingearbeiteten 
Schlammkulturen gewonnen wird. 
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Im allgemeinen gehen Kulturen mit organischem Schlamm schneller 
an als solche auf vorstehend beschriebenen rein anorganischen Sub- 
straten. Das erklart sich wohl daraus, daB der kolloidale organische 
Schlamm den Bakterien weit bessere Entwicklangsméglichkeiten gibt 
als das ausgefallte Eisensulfid. Aber auch die anorganischen Kulturen 
entwickeln sich meist recht gut und wurden von uns in allen Fallen 
dann angewendet, wenn es galt, genauere Nachpriifungen der von uns 
in Schlammkulturen erhaltenen Ergebnisse zu erhalten. 

Um eine Beschleunigung der Gasreaktionen zu erzielen, wurden 
noch verschiedene Methoden naher gepriift. Zunachst wurde das zur 
Reaktion bestimmte Gasgemisch iiber der Nahrlésung in Stahlbomben 
unter Druck von etwa 65 Atm. gesetzt. Wir waren nicht in der Lage 
festzustellen, daB die Umsetzungen dabei schneller verliefen als bei 
normalen Drucken. Eine wesentliche Beschleunigung der Reaktion 
lieB sich dagegen dadurch herbeifiihren, daB die von uns benutzten 
KulturgefaBe auf einen Schiittelapparat aufmontiert wurden. Bei 
gleich angesetzten, unter sonst gleichen AuBenbedingungen stehenden 
Kulturkolben wurde z. B. beobachtet, daB der ruhig stehende Kolben 
innerhalb von 24 Stunden eine Kontraktion (= Quecksilbersteighdhe) 
von 0 cm zeigte, wahrend der geschiittelte Kolben eine Steighéhe von 
16cm aufwies. Eine andere, noch nicht so gut eingearbeitete Kultur 
ergab nach 48 Stunden in der Ruhelage eine Steighdhe von 4 cm, 
geschiittelt dagegen eine solche von 20 cm. 


Uber die Beschleunigung der Gasumsetzungsprozesse durch Ver- 
wendung thermophiler Bakterien wurde bereits in unserer friiheren 
Mitteilung berichtet. Bei den weiter durchgefiihrten Versuchen zur 
Reduktion des Kohlenoxyds in Leuchtgas im kontinuierlichen Strom 
bestatigte sich die stark beschleunigende Wirkung der hohen Temperatur. 

Im folgenden sind nun die wesentlichsten Ergebnisse der von uns 
durchgefiihrten Versuchsserien zusammengestellt. 


Ergebnisse der Versuchsserien. 


DaB Kohlenoxyd mit Wasserstoff auf biologischem Wege zu Methan 
reduziert werden kann, ist von uns schon in den erwahnten friiheren 
Arbeiten bewiesen worden. Es war auch bereits gezeigt worden, dab 
die Reaktionen auch stattfinden, wenn es sich nicht um reine, aqui- 
valente Gasgemische handelt, sondern um Gasmischungen anderer 
Zusammensetzung, z. B. um Leuchtgas (Kokereigas), das in der vor: uns 
verwendeten Form ,etwa 5,5°, Kohlenoxyd und 55°, Wasserstoff 
enthalt. Es erscheint nun wiinschenswert, die Umsetzungsverhaltnisse 
in Gasmischungen naher zu studieren, die Kohlenoxyd und Wasserstoff 
in wechselnden Mengen enthielten. Wir verwendeten zu diesen Ver- 
suchen Leuchtgas mit 5,5°, CO und 55% Hg, ein in unserer Versuchs- 
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anlage hergestelltes Mischgas mit etwa 33°, Kohlenoxyd und 54°, 
Wasserstoff, Wassergas mit etwa 50°, Kohlenoxyd und 50° Wasser- 
stoff, ein Gas, das 66°, Kohlenoxyd und 33°, Wasserstoff enthielt und 
schlieBlich reines Kohlenoxyd ohne Zusatz von Wasserstoff. Eine ge- 
nauere Betrachtung der Ergebnisse dieser Versuchsserien fiihrte zu 
neuen Anschauungen tiber den Umsetzungsmechanismus. 


Die erste Versuchsserie (Tabelle 1) ist mit Leuchtgas iiber or- 
ganischem Schlamm durchgefiihrt. Das Verhaltnis des Kohlenoxyds 
zum Wasserstoff betragt in diesem Falle etwa 1:10. In dieser sowie in 
allen folgenden Tabellen sind die absoluten Volumina oder die absoluten 
Volumenanderungen in Kubikzentimetern angegeben, umgerechnet auf 
normalen Atmospharendruck. Dabei sind stets 110) ccm der Gas- 
mischung zugrunde gelegt, die sich tiber 100 ccm Kulturlésung in dem 
1200ccm fassenden Glaskolben befinden. Unter theoretischer Umsetzung 
des Leuchtgases soll die Reduktion des Kohlenoxyds und der Kohlen- 
siure mit Wasserstoff oder die Umsetzung des Kohlenoxyds mit Wasser 
zu Kohlensaure und die Reduktion der gesamten Kohlensaure zu Methan 
verstanden werden. Die Tabelle enthalt gleich angesetzte Kulturen, 
die nach verschieden langer Kulturdauer analysiert wurden, und zwar 
nach 13, 23, 72 Tagen, und zwei Kulturen, die nach gutem Einarbeiten 
neu mit Gas gefillt wurden, die zweiten Fiillungen wurden untersucht 
nach 13 und 43 Tagen. Das Eintreten der Kontraktion am 3. bis 
7. Tage nach Ansetzen der Kulturen zeigte den Beginn der Gasumsetzung 
an. Das Maximum der Kontraktion war erreicht am 16. bis 19. Tage, 


Tabelle I. 


Leuchtgas iiber Faulschlamm. (CO:H, = 1: 10.) 





1100 cem Volumen- 
Leuchtgas | anderung 
enthalten | bei theore- 


1100 eem Leuchtgas tiber 100 cem verdiinntem 
Faulschlamm 





bei ise ; 
Deme eine all am om | em am ba ae am © 2a 
me. —— 13. Tage 23. Tage|72.Tage erneuter erneuter 
Gasfiillung Gasfiillung 
ecm cem ecm ecm cem eem ecm 
co,....| 242 |— 242] - 200 — 200 — 232 — 242 — 208 
Gai Wes". 20,9 
SR 9,9 | 
=e 59,5 — 59,5 |\-— 528 — 595 -— 583! — 595 — 545 
es 6 602,5 — 275,3 | —286,0 —415,0 —482,.0 —359,5 —455,0 
Cm es 259,0 + 83,7 |— 9,0 0,0 + 30,00 + 71,0 + 120,0 
Celle 8204 — + 123 
“ERP a Rei 124.0 


Kontraktion | 
am Ende der 
Versuchszeit | | 


25% || 32,6% | 48,1°% | 485% 343° 342% 
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bei eingearbeiteten Kulturen, die ein zweites Mal mit Gas gefiillt waren, 
gewohnlich einige Tage spater. 

Aus der Tabelle ergibt sich die schon in unseren friheren Arbeiten 
kurz erwahnte Tatsache, daB bei frischen Kulturen Kohlenoxyd, Wasser- 
stoff, Kohlenséure und sogar zuweilen etwas Methan verschwindet. 
Nach langerer Kulturdauer kann in gut eingearbeiteten Kulturen die 
Reaktion annahernd Werten kann 
sogar nach neuer Gasfiillung mehr Methan entstehen als errechnet 
ist, was wahrscheinlich auf das anfaingliche Verschwinden von Kohlen- 
oxyd und Wasserstoff unter Bildung von nicht gasférmigen Zwischen- 
produkten zuriickgefiihrt werden kann. 


den theoretischen verlaufen, es 


Tabelle 11. 


Leuchtgas iiber Kulturen in anorganischer Nahrlésung. (CO: H, 





Volumeninderung bei Umsetzung von 1100 ecm 
Leuchtgas tiber 100 ecm anorganischer Kultur- 


1100 eem 
Leuchtgas 
enthalten 

bei 
Beginn 


Volumen- 
ainderung 
bei theore- 
tischer 
Umsetzung 


losyng 


(Fes- (Fes- 


(FeS- (Fe S- Kultur Nr.8) Kultur Nr. 5) 


Kultur 
Nr. 7) 
am 22. 


Kultur 
Nr. 6) 
Tage am 55. Tage 


am 23. Tage am 55. Tage 
nach nach 
erneuter erneuter 
Gasfiillung Gasfillung 


des Leucht- 
gases 


des 
Versuches 


eem ecm ecm cem ecm 


24,2 191 — 184 —21,2 19,9 


53,7 
230.0 


29,0 


— 595 |— 546 52.3 
— 275.3 | —205,0 #—230,0 
+ - 14,0 — 11,0 


— 92.0 
00 + 
T 16.0 


Kontraktion 
am Ende der 5% 5.5% 7° 
Versuchszeit 


10% 24,5 % 


Tabelle II zeigt denselben Versuch in rein anorganischer Nahr- 
lésung, also ohne Zusatz von organischem Schlamm. Im allgemeinen 
verlauft die Reaktion in der gleichen Weise, nur etwas langsamer als in 
den Schlammkulturen. Die Gaskontraktion tritt etwa am 4. bis 8. Tage 
nach Beginn des Versuchs ein. Das Maximum der Kontraktion ist erst 


Tage erreicht; wenn ein zweites Mal mit Gas gefiillt ist, 


etwa am 22. 
etwa am 35. Tage. Die Menge des anfangs festgelegten Wasserstoffs 
ist in den anorganisehen Kulturen etwas geringer. 
Wert fiir die Methanbildung ist in der angegebenen Kultur (FeS Nr. 5) 
noch nicht erreicht, was sich aus der nicht geniigend langen Kulturdauer 
erklart bzw. aus der hemmenden Wirkung der in anorganischer Lésung 
auftretenden Saure. 


Der thedretische 
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Tabelle III zeigt die Umsetzung von Mischgas (etwa !/, Kohlenoxyd, 
2/, Wasserstoff) tiber Faulschlamm. Auch hier beginnt die Gasumsetzung 
etwa am 4. Tage nach Ansetzen der Kultur. Das Maximum der Kon- 
traktion trat am 18. Tage ein, bei zweiter Gasfiillung am 21. Tage, bei 
dritter am 55. Tage. Es ergibt sich zunachst, daB der héhere Kohlen- 
oxydgehalt eine schnellere und reichlichere Methanbildung verursacht. 
Im Vergleich mit den anderen veréffentlichten Tabellen lat sich nun 
aber erkennen, daB neben der anfangs angenommenen einfachen Re- 
duktion des Kohlenoxyds mit Wasserstoff zu Methan noch eine andere 
Umsetzung erfolgen muB. Es besteht nach allen unseren Beobachtungen 
kein Zweifel, daB bei hGheren Kohlenoxydgehalten der Gasmischungen 
auch eine Umsetzung des Kohlenoxyds mit Wasser zu Kohlenséure 
stattfindet, etwa nach der Gleichung: 

cO +H,0 =CO, +H, 
CO,+ 4H, = CH, + 2H,0. 

Bemerkenswert ist, daB die Bildung von Kohlenséure, die nach der 
Gleichung eintreten mu8, in den Kulturen tatsaéchlich nachweisbar 
ist. Versuche mit Mischgas tiber rein anorganischer Nahrlésung sind 
noch im Gange; es ist nicht anzunehmen, daB sie wesentlich andere 
Resultate ergeben werden als die hier erwahnten Versuche. 


Tabelle III. 
Mischgas iiber Faulschlamm. (CO:H, = 1: 2.) 





Volumendnderung bei Umsetzung von 





Volumen- . a 
1100 ecm “ 1100 cem Mischgas iiber 100 cem verdiinntem 
Mischgas ——s Faulschlamm 
enthalten oreti eo fet . 
bei Beginn Se am 48. Tage | am 8&4. Tage 
des ‘des am 25. Tage a ae 
Versuches : lat erneuter dritter 
u Mischgases Gasfiillung Gasfiillung 
ecm eem ecm cem ecm 
Oe... : 68,0 + 118,0 — 11,2 0,0 + 44,0 
8S. k. W. 0,0 
ey oat 44 
kt se, 1 354,0 — 354,0 — 353,5 — 846,2 — 354,0 
_ are 591,0 — 591,0 — 591,0 — 585,0 — 579,0 
Ole... 16,5 + 236,0 + 33,0 + 280,5 + 293.5 
Cy Hy | “— 
- 66,0 
Kontraktion | 
am Ende der 59 % 79,1% 58,1% 51,7% 
Versuchszeit 


Tabelle IV zeigt Versuche mit Wassergas (Kohlenoxyd : Wasser- 
stoff etwa wie 1:1). Die Umsetzung begann am 4. Tage. Das Maximum 
der Kontraktion war erreicht am 18. Tage, bei zweiter Gasfiillung am 
28. Tage, bei dritter am 76. Tage. Die Reaktion des Kohlenoxyds mit 


ee 6 eel ie ee oi i le a. ein 
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Tabelle IV. 


Wassergas iiber Faulschlamm. (CO: H, = 1: 1.) 





Volumeninderung bei Umsetzung von 
1100 com Wassergas tiber 100 ccm ver- 
diinntem Faulschlamm 


1100 ecm Volumen- 
Wassergas ainderung 
enthalten bei 
bei theoretischer — * ces a 
Beginn Umsetzung am 48. Tage | om 96. Tage 
des des am 25. Tage — a = 
Versuches Wassergases bape , aritter 
Gasfillung Gasfillung 


ecm ecm ecm ecm ecm 


8,8 - 246.0 + 141,2 + 180,2 + 209,2 
0,0 
4.4 
498,0 — 498.0 — 498.0 — 493.8 — 484,0 
509.0 - 509,0 - 509,0 503,7 — 497,0 
25,3 + 252.0 — 17,0 + 233,7 + 210,7 


53,9 
Kontraktion 


am Ende der. 46,5 %, 67,2% 52.2% 51% 
Versuchszeit | 


dem Wasser tritt bei diesen Versuchen weiter in den Vordergrund. 
Die Methan- und Kohlensaéurebildung entspricht annihernd den 
theoretischen Werten. 

Tabelle V zeigt den gleichen Versuch in anorganischer Lésung. 
Bildung von Kohlenséure und Methan beginnt; das Maximum der 


Kontraktion war noch nicht erreicht. Die Kultur war durch Saure- 
bildung gehemmt. Weitere Versuche gleicher Art sind im Gange. 


Tabelle V. 


Wassergas iiber Kulturen in anorganischer Nahrlésung. (CO: H, = 1: 1.) 





1100 eem Volumen- Volumendnderung bei Um- 
Wassergas ee th setzung von 1100 cem Wasser- 
enthalten oon gas tiber 100 ccm anorganischer 
: : theoretischer Kulturlisung 
i phn ns Umsetzung des : 
sctiely separ Wassergases = (Fe S-Kultur Nr. 7) am 66. Tage 
cem ecm eem 


, Sea 8,8 246.0 + 64,5 

Bere tag gee & 0,0 

ee alist as Soars 44 

EE eve so 498,0 — 498,0 — 261,0 

| errr Ley 509,0 — 509,0 — 223.0 

ee ee aes 25,3 + 252.0 + 120 

Cy Hg oie . 2. 2a —- 

Pe eae 53,9 

Kontraktion am Ende | —EO 7) 
der Versuchszeit | 46,5 % 41,5 % 


In Tabelle VI sind Kulturen mit Kohlenoxyd-Wasserstoff im 
Verhaltnis 2:1 zusammengestellt. Die Umsetzung begann etwa am 
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Tabelle VI. 


Kohlenoxyd-Wasserstoffgemisch (2:1) iiber Faulschlamm. 





Volumeninderung bei der Umsetzung von 





1100 cem Volumen- — 1100 cem Gasgemisch (2:1) tiber 100 cem ver- 
Gaagemisch anderung bei diinntem Faulschlamm 
— theoretischer 


enthalten bei 


Beginn des 


Umsetzuug am 48. Tage am 84. Tage 





Versuches des Gas- am 25, Tage nach erneuter nach diitter 
gemisches Gasfiillung Gasfilllung 
cem ecm ccm ecm cem 
i ae 0,0 + 458,0 + 296,0 + 378,0 + 460,0 
RaW. . 0,0 
_ ee 0,0 
i. a 733,0 — 733,0 — 733,0 — 729,0 — 724,5 
He . 366,0 — 366,0 — 866,0 — 358,0 — 359,8 
a, 0.0 + 275,0 0,0 + 247,0 + 264.0 
Cy Hg ‘ — 
4No ° 0,0 
Kontrak- 
tion am 
Ende der 33,4 °% 67.2% 39 % 30% 
Versuchs- | 
zeit 


4. Tage nach Ansetzen der Kulturen. Das Maximum der Kontraktion 
war erreicht am 25. Tage, bei zweiter Gasfillung am 42. Tage, bei 
dritter am 76. Tage. Die Werte nahern sich den von uns theoretisch 
angenommenen Zahlen. 

Von ganz besonderem Interesse waren natiirlich Kulturversuche 
mit reinem Kohlenoxyd ohne Zusatz von Wasserstoff. Es zeigte sich, 
daB reines Kohlenoxyd unter den angewendeten Bedingungen ohne 
jeden Zweifel entsprechend der erérterten Theorie in Kohlenséure und 
Wasserstoff umgewandelt wird. Die gebildete Kohlensaure setzt sich 
dann mit dem Wasserstoff zu Methan um. Die beider Analyse gefundenen 
Zahlenwerte liegen durchaus innerhalb der errechneten Zahlenverhalt- 
nisse. Daf tatsichlich der Verlauf der Reaktion der Theorie entspricht, 
geht unter anderem deutlich aus der Tatsache hervor, daB beim Arbeiten 
mit reinem Kohlenoxyd der Beginn der Reaktion nicht durch eine 
Kontraktion der Gasmischung erkennbar wird, sondern durch eine 
Volumenvermehrung des Gases. Erst spiter, wenn geniigend Kohlen- 
siure und Wasserstoff in der Gasmischung enthalten sind, setzt die 
Methanbildung und damit eine Kontraktion der Gase ein (Tabelle VII 
und Abb. 1). 

Aus der Tabelle und dem Verlauf der Kurve ist zu ersehen, daB die 
Umsétzung des Kohlenoxyds mit Wasser und die Reduktion der Kohlen- 
siure zu gleicher Zeit nebeneinander verlaufen kénnen, eine Tatsache, 
die biologisch sehr bemerkenswert ist. 
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Tabelle VII. 


Kohlenoxyd itiber Faulschlamm. 





Volumeninderung 


> . Volumendinderung bei der Umsetzung von 
oe bei theoretischer Um- 1100 cem Kohlenoxyd 
y Fa ome , setzung des Kohlen- iiber 100 ccm verdiinntem 
. oxyds Faulschlamm 
am 54. Tage 
ecm ecm ecm 
OGin 6 «-s 0,0 + §825,0 + 724,0 
i 0,0 
a a 0,0 
Sara 1100,0 — 1100,0 — 1094.5 
Ae 0,0 + 143 
Oe. ie 0,0 | 275,0 + 323.0 
SSS. Gs a = 
ee 0,0 
Kontraktiou | 
am Ende der 0% 0% 
Versuchszeit 
7300 — J - 
/\ 
| ET ee 
GN + 
700 * 
500 
500 + 
“T+ tt @ U uuu uw WwW 
Abb. 1. 


Kohlenoxyd iiber Faulschlamm. Volumeninderung im Verlaufe der Umsetzung von 1100 ecm 
Kohlenoxyd iiber 100cem verdiinntem Faulschlamm. Abszisse: Zeit in Tagen, Ordinate: Vo- 
lumen in cem. 


Zur Ausfiihrung der hier erwahnten Versuche wurden nicht die 
von uns friiher beschriebenen Kolben verwendet, bei denen das Abschlub- 
rohr in ein GefaB mit Quecksilber tauchte, sondern das Rohr war 
U-férmig umgebogen und mit Quecksilber gefillt, wie aus Abb. 2 er- 
sichtlich ist. 

Versuche, die Umsetzung von reinem Kohlenoxyd in Kulturen 
mit rein anorganischer Nahrlésung zu untersuchen, fiihrten bisher noch 
zu keinem Resultat. Wahrend iiber organischem Schlamm sich die 
Umwandlung glatt und schnell vollzieht, versagte die Methode bisher 
bei vélliger Abwesenheit organischer Substanz. Worauf dieses Versagen 
beruht, konnte bisher noch nicht naher festgestellt werden. Die Versuche 


in dieser Richtung werden fortgesetzt. 
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Die Reduktion der Kohlenséure mit Wasserstoff zu Methan wurde 
bisher nur in Kulturen mit organischem Schlamm untersucht. Wir 
wendeten nun fiir Kohlensiure-Wasserstoffgemische die gleiche Methode 
an, die wir fir Kohlenoxyd-Wasserstoffgemische in anorganischen 
Lésungen benétigten, in denen der Schlamm durch Eisensulfid ersetzt 


Abb. 2. 


Kulturkolben fiir Versuche iiber 

=e biologische Gasumsetzungen mit 

anfiinglicher Gasdilatation und 
spaterer Kontraktion. 





wurde. Es zeigte sich, daB die Umsetzung in diesen nur anorganischen 
Lésungen sehr glatt und vollstandig vor sich geht. Wir erzielten z. B. in 
einer Kultur mit 1 Volumen Kohlensaéure und 4 Volumen Wasserstoff 
die theoretisch errechnete Kontraktion in etwa drei Wochen, eine 
Reaktionsgeschwindigkeit, die etwa die gut eingearbeiteter Schlamm- 
kulturen erreicht. 


Untersuchungen iiber die bei der Kohlenoxydumsetzung entstehenden 
Zwischenprodukte. 


Wenn frisch angesetzte Kulturen zum ersten Male mit Leuchtgas 
in Beriihrung kommen, beobachtet man, daB am Ende der Umsetzung 
zwar Kohlenséure, Kohlenoxyd und Wasserstoff verschwunden sind, 
daB sich aber noch kein Methan gebildet hat. Im Gegenteil ist meistens 
noch etwas von dem vorhandenen Methan verschwunden. Ahnliche 
Erscheinungen treten in den anderen Gasgemischen auch ein; es ver- 
schwindet Kohlenoxyd, ohne daB die aquivalente Menge Methan 
bzw. Methan + Kohlensaure sich bilden wiirde. Zur weiteren Klar- 
stellung dieser Beobachtung wurden zuniachst eine Reihe von Kulturen 
iiber organischem Schlamm mit Wassergas in véllig gleicher Weise 
angesetzt. Die einzelnen Kolben wurden nach verschieden langer 
Reaktionsdauer analysiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle VIII und 
Abb. 3 zusammengestellt. 





Tabelle 
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Vill. 


Wassergas iiber Faulschlamm (CO: H, = 1: 1). 





1100 cem 
Wassergas 


enthalten bei 
Beginn des 


Versuches 
ecm 

8.8 

0,0 

4.4 

498.0 

509,0 

25,3 

53,9 
Kontrak - 

tion am 
Ende der 
Versuchs- 
zeit 


Volumen- 


anderung bei 

theoretischer 
Umsetzung des 

Wassergases 


ecm 
+ 246,0 
498.0 


509,0 
252.0 


Volumeninderung bei Umsetzung von 1100 ccm 
Wassergas tiber 100 ccm verdiinntem 
Faulschlamm 





am am am am am 


7. Tage 
ecm 


8. Tage 
ecm 


13. Tage 
ccm 


9. Tage 
ecem 


48. Tage 
ecm 


+ 37,7+ 57,7 + 78,7+ 139,2 + 166,2 


— 126,0 — 241,0 — 328,0 — 491,0 — 495,7 


— 148,0 — 279,0 — 336.0 —- 484,0 — 507.9 
+ 34,7+ 687+ 83,7 + 179.0 + 316,7 


186% 35% | 464% 


60,3% 486% 


Gesamtvolumen, Volumina der Kohlenséure, des Kohlenoxyds, des Wasser- 
stoffs und des Methans bei der Umsetzung von 1100 cem Wassergas iiber 
100 eem verdiinntem Faulschlamm 





Beginn des | Am 
Versuches | 7. Tage 


eem 


ecm | 


895.0 

46.5 
372,0 
361,0 


Gesamtvolumen 1100,0 
| Ses 8.8 
498,0 
509,0 
25,3 





Am 
8. Tage 
ceem 
717,0 
66,0 
257,0 
230,0 
94,0 


Am 
9. Tage 


com 


109,0 


Am 
13. Tage 


eem 


4387,0 
148,0 
7.0 
25,0 
204.0 








i ew 


. a 


a 7 


Am 
48. Tage 


ecm 


565.0 
175.0 
2,3 
1,1 
342.0 


Abb. 3 
Wassergas iiber Faulschlamm. Gesamtvolumen, Volumina der Kohlensiure, des Kohlenoxyds, 
des Wasserstoffes und des Methans bei der Umsetzung von 
verdiinntem Faulschlamm. Abszisse: 


1100 ccm Wassergas tiber 100 ccm 


Zeit in Tagen, Ordinate: Volumen in ccm, 
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Es ergibt sich aus der Zusammenstellung, daB Wasserstoff und 
Kohlenoxyd bis zu dem am 13. Tage nach Ansetzen der Kulturen ein- 
getretenem Maximum der Gaskontraktion abnehmen; sie verschwinden 
fast ganz aus der Gasmischung. Es hat sich aber noch nicht die dem 
versch windenden Kohlenoxyd entsprechende Menge C H, + CO, gebildet. 
Die weitere Methan- und Kohlensaurebildung bis zu annahernd theore- 
tischen Werten erfolgt nunmehr langsamer als vorher, wodurch, wie bei 
fast allen bisher durchgefiihrten Schlammkulturen beobachtet wurde, 
wieder ein geringer Druckanstieg verursacht wird. Bei rein anorganischen 
Kulturen konnte etwas Ahnliches beobachtet werden, jedoch bisher 
keine Druckzunahme, d.h. Gasbildung nach eingetretenem Maximum 
der Kontraktion. Die Untersuchungen hieriiber sind noch nicht 
abgeschlossen. 

Erst wenn dieselben Kulturen ein zweites oder drittes Mal mit 
neuer Gasmischung in Beriihrung kommen, verlauft die Umsetzung 
in dem Sinne wie friiher erértert wurde. Die Frage nach dem Verbleib 
der aus der Gasphase verschwindenden Substanz konnte erst geklart 
werden, als es im Laufe der Untersuchungen gelang, die Umsetzung 
auch in anorganischen Nahrlésungen bei Gegenwart von Metallsch wefel- 
verbindungen vorzunehmen. So verschwinden z. B. bei FeS-Kultur 
Nr. 7 aus dem Leuchtgas (Tabelle II): 


eee SOS Ss ws ee Ba 37,5 mg 
Pe pe EP es 8 ele 8 Se oe 
Pe Re ga pox ghee 18,0 ,, 
De ia rs Peek OS Sate es 10,0 


133,6 mg 
oder aus Wassergas (Tabelle V): 


oe + a ee eT a 326,0 mg 
A ae ee ae oe: | Ue 


345,9 mg 

dafiir erscheinen hier schon wieder in der Gasphase: 
64,500m CO,. ....... . = 127,0mg 

Gee bx Ee st ee oe 8,6 


135,6 mg 


es bleiben also noch in der Lésung 210,3 mg Substanz. 


Abgesehen von der geringen Substanzmenge, die die Bakterien 
zum Aufbau ihrer eigenen Kérpersubstanz brauchen, miissen also 
hier Reaktionen zwischen Kohlenséure, Kohlenoxyd, Wasserstoff und 
Methan vor sich gegangen sein, die nicht zu gasférmigen Produkten 
gefiihrt haben. Es zeigte sich in allen bisher untersuchten, von den 
Schwefelverbindungen abfiltrierten Kulturlésungen, daB der py-Wert 
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sich nach der sauren Seite zu verschoben hatte. Es waren sogar einige 
Kulturlésungen so sauer geworden, daB blaues Lackmuspapier gerétet 
wurde. Die elektrometrische Messung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration zeigte, daB der py-Wert der Lésung zu Beginn der Umsetzung 8,2 
war, am Ende wurde gemessen 5,25, 5,17, 5,39, 6,77. Beim Kochen 
einiger Kulturlésungen mit Alkohol und Schwefelsdure wurde Bildung 
von Ester festgestellt. 


Bei einigen neutralen Kulturlésungen gab ein Zusatz von Ferri- 
chlorid rotbraune Farbung, was auf Vorhandensein von Essig- oder 
Propionsaure schlieBen laBt!. Bei allen Kulturen wurde diese Reaktion 
nicht festgestellt. 


Reaktionen auf Aldehyd, vor allem die Reduktion Fehlingscher 
Lésung und die Rotfarbung fuchsinschwefliger Saure verliefen in einigen 
Fallen positiv, wenn auch nach der Intensitaét der Reaktion zu urteilen, 
nur geringe Mengen vorhanden sein kénnen. Es ist anzunehmen, dab 
Oxydation der Aldehyde zu Sauren mit dem anfangs in der Kultur 
vorhandenen freien oder gebundenen Sauerstoff oder auch eine Polymeri- 
sation der Aldehyde zu komplizierteren Substanzen eingetreten ist. 
Weitere Untersuchungen iiber diesen Gegenstand sind noch im Gange. 


Die katalytische Oxydation des Kohlenoxyds. 


Kohlenoxyd verbrennt in Gegenwart von freiem Sauerstoff von selbst 
unter Energieabgabe zu Kohlenséure. Katalytisch beginnt die Verbrennung 
des Kohlenoxyds an Palladiumasbest oder Platinschwamm schon bei 
120° und endet bei 240°. Auch bei gewéhnlicher Temperatur findet sie statt, 
eine Tatsache, die wahrend des Krieges praktische Verwendung fand. Hier 
wurde eine als Hopkalit bezeichnete Aktivmasse in den Gasschutzgeriten 
benutzt. 

Die Umsetzung des Kohlenoxyds mit Hilfe von Wasser, die bereits 
bei den biologischen Reaktionen naher erértert wurde, verléuft nach 
der Gleichung: 

CO + H,O = CO, + H, + 10,6 Cal. 


Die I. G. Farbenindustrie A.-G. (13) arbeitet nach diesem ProzeB, um 
aus einem Gemisch von Wassergas und Generatorgas durch Umsetzung 
mit Wasserdampf den Wasserstoff fiir die Ammoniaksynthese zu gewinnen, 
nachdem Kohlenséure und das nicht zur Reaktion gekommene Kohlenoxyd 
durch Auswaschung entfernt worden sind. Als Katalysator verwendet 
man hauptséchlich chromoxydhaltiges Eisen bei Temperaturen von 500 
bis 550°. 

Die Oxydation mit der bereits erwahnten katalytischen Hydrierung 
kombiniert, kann such nach der Ansicht von Kemer (3) zur Entfernung 
des Kohlenoxyds aus dem Leuchtgas auf chemischem Wege dienen. 


1 Die Bildung von Essigséure wurde inzwischen einwandfrei nach- 
gewiesen. 
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Die biologische Oxydation des Kohlenoxyds mit freiem Sauerstoff. 


DaB Kohlenoxyd durch Bakterien bei Abwesenheit von freiem 
Sauerstoff oxydiert werden kann, wurde in den vorhergehenden Ab- 
schnitten eingehend erdrtert. 


Auf den Vorgang der biologischen Oxydation des Kohlenoxyds 
mittels freien Sauerstoffs wurde man, wie bereits eingangs erwahnt, 
zuerst aufmerksam, als man untersuchte, ob héhere griine Pflanzen 
in der Lage sind, Kohlenoxyd in gleicher Weise wie Kohlenséure zu 
assimilieren. Versuche mit Topfpflanzen ergaben, daB in einem ge- 
schlossenen kohlenoxydhaltigen Raum das Kohlenoxyd tatsichlich 
verschwindet, ein Vorgang, den man naturgemaéB zunachst auf eine 
Assimilation dieser Verbindung durch die Pflanzen zuriickfiihrte. 
Genauere Versuche mit sterilen Pflanzen zeigten aber, daB eine solche 
Assimilation nicht stattfindet, das Verschwinden des Kohlenoxyds 
war nur auf die in der Erde enthaltenen Bakterien zuriickzufiihren. 


Genau untersucht wurde dieser ProzeB zuerst von Kaserer (14). 
Kohlenoxyd wird in erster Linie von dem von Beijerinck und van Delden 
aus Erde isolierten Bacillus oligocarbophilus oxydiert, wohl nach der 
Gleichung : 

2CO + 0, + 2H,O = 2H,CO,. 


Eine genauere Untersuchung des Umsetzungsmechanismus wurde 
bisher nicht durchgefiihrt. Ein Teil des Kohlenoxyds wird zum Aufbau 
der Bakteriensubstanz verwendet. B. oligocarbophilus kann auf der 
Oberfliche anorganischer Nahrlésungen dicke weiBbe Haute bilden, 
die Menge der in diesen festgelegten, aus dem Kohlenoxyd gebildeten 
organischen Substanz ist also verhailtnismaBig groB. Ob noch ander- 
weitige Zwischenprodukte oder andere Stoffwechselprodukte bei dem 
‘UmsetzungsprozeB gebildet werden, miiBte noch naher untersucht 
werden. 


Von gréBerem Interesse kénnte bei weiterer Bearbeitung folgende 
Beobachtung werden. Bacterium methanicum (Bac. methanicus) 
ist imstande, Methan und eine Reihe weiterer Kohlenwasserstoffe 
{vgl. T’ausz und Donath (15)] unter gleichzeitiger Oxydation zu assi- 
milieren. In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchern stellten wir 
wiederholt fest, daB Kohlenoxyd von diesem Organismus nicht an- 
gegriffen wird. Fiigt man dem Gasgemisch aber noch Wasserstoff 
(Kohlenoxyd + Wasserstoff + Sauerstoff) zu, so ist eine Abnahme 
des Kohlenoxyds festzustellen. Man kénnte sich diese Erscheinung 
vielleicht so erkliren, daB B. methanicus Kohlenoxyd zwar als Kohlen- 
stoffquelle fiir die Ernaherung, nicht aber als Energiequelle fiir die 
Assimilation benutzen kann. Als Quelle der Assimilationsenergie kime 
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dann die Oxydation des Wasserstoffs zu Wasser in Frage. Eine Analyse 
eines von B. methanicus umgesetzten Gemisches von Kohlenoxyd, 
Wasserstoff und Sauerstoff ist in Tabelle 1X wiedergegeben. Wir 
hoffen, spater auf die angedeuteten Umsetzungen noch naher eingehen 
zu kénnen, insbesondere sollen die dabei entstehenden Zwischenprodukte 
naher untersucht werden. 


Tabelle IX. 


Umsetzung eines Gemisches von Kohlenoxyd, Wasserstoff und Sauerstoff 
durch B.methanicus. (Volumenkontraktion 42°,.) 





1100 cem Anfangs- 640 com Endvolumen 


Vv eninde 
volumen enthalten enthalten olumeninderung 


ecm ecm ecm 


0,0 4.5 + 4.5 
220,0 87,5 —~ 1825 
440,0 350,0 90.0 
440.0 165.0 — 275.0 


Zusammenfassung. 


In gut eingearbeiteten Kulturen findet eine Reduktion des Kohlen- 
oxyds mit Wasserstoff zu Methan anscheinend nach der Gleichung 


CO + 3H, = CH, + H,0 


statt. Eine Reduktion des Kohlenoxyds nach dieser Gleichung ist aber 
nur anzunehmen, wenn der in der Gasmischung enthaltene Wasserstoff 
die Kohlenoxydmenge wesentlich iibertrifft, etwa im Verhaltnis 10: 1. 
Aus allen den zahlreichen von uns durchgefiihrten Kulturversuchen 
geht hervor, daB mit steigendem Kohlenoxydgehalt der Mischung 
eine andere Reaktion in den Vordergrund tritt, und zwar eine Umsetzung 
des Kohlenoxyds mit Wasser zu Kohlenséure und Wasserstoff und eine 
nachfolgende Reduktion der Kohlenséiure mit Wasserstoff zu Methan. 
Der ProzeB wiirde also nach folgenden Gleichungen verlaufen: 


cO +H,0 =CO, + H,, 
CO, + 4H, = CH, + 2H,0. 


DaB Kohlenoxyd mit Wasser tatséchlich unter Bildung von 
Kohlenséure und Wasserstoff umgesetzt wird, geht zweifellos aus den 
Kulturen hervor, die mit reinem Kohlenoxyd ohne Zusatz von Wasser- 
stoff angesetzt wurden. Die Prozesse der Umsetzung des Kohlenoxyds 
mit Wasser und der Reduktion der Kohlenséure zu Methan miissen, 


wie aus allen Analysen und aus den Kurven iiber den zeitlichen Verlauf 
der Umsetzungen hervorgeht, nach einer anfanglichen Inkubations- 
periode gleichzeitig nebeneinander her verlaufen. Méglich ware sogar, 
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daB auch noch die Reduktion des Kohlenoxyds mit Wasserstoff zu 
Methan gleichzeitig stattfindet. 

Die Reaktionen Umsetzung des Kohlenoxyds mit Wasser zu Kohlen- 
sdure und Wasserstoff und die Reduktion der Kohlensaéure mit Wasser- 
stoff zu Methan miissen, wie aus allen unseren Versuchen hervorgeht, 
wenigstens bei Gasmischungen mit héherem Kohlenoxydgehalt un- 
bedingt stattfinden, nicht sicher erwiesen dagegen ist bisher, ob die 
in unseren friiheren Mitteilungen als ausschlaggebend angesehene 
direkte Reduktion des Kohlenoxyds mit Wasserstoff zu Methan iiber- 
haupt existiert. Es ware sehr wohl méglich, daB in allen Fallen das 
Kohlenoxyd zunachst mit Wasser zu Kohlenséure und Wasserstoff 
umgesetzt wird und da die Bakterien Methan nur aus Kohlenséure und 
Wasserstoff bilden kénnen, eine Vermutung, die zwar praktisch fiir 
den Enderfolg ohne Belang, theoretisch aber doch von Interesse ist. 


In frisch angesetzten Kulturen entspricht der verschwundenen 
Menge von Kohlenoxyd und Wasserstoff in keinem Falle eine aqui- 
valente Menge neu gebildetes Methan. Die Verluste sind so groB und 
treten in allen Kulturen so regelmaBig auf, daB sie nicht nur dadurch 
erklart werden kénnen, daB eine bestimmte Menge Kohlenstoff in der 
Zellsubstanz der wirksamen Bakterien festgelegt wird, und daB ein 
Teil des Wasserstoffs durch anfangs in der Kultur enthaltene geringe 
Mengen von Sauerstoff zu Wasser oxydiert werden kann. Alle genau 
untersuchten Kulturen ergaben, daB anfangs aus dem Kohlenoxyd 
eine geringe Menge eines nicht gasférmigen Produktes  gebildet 
werden muB. 

In verschiedenen Kulturen konnten einwandfrei nachgewiesen 
werden die Bildung von organischer Saure und von Aldehyden. Wieder- 
holt wurden auch geringe Mengen héherer Kohlenwasserstoffe beob- 
achtet. 

Vergleicht man das Ergebnis unserer biologischen Untersuchungen 
mit den bekannten chemisch-katalytischen Reaktionen, so ergibt sich, 
daB die Umsetzung des Kohlenoxyds mit Wasser zu Kohlensiure 
und Wasserstoff sowohl rein chemisch als auch biologisch in gleicher 
Weise durchgefiihrt werden kann. Ebenso steht fest, daB auch die 
anschlieBende Reduktion von Kohlensdéure mit Wasserstoff zu Methan 
auf beiden Wegen méglich ist. 

DaB Kohlenoxyd katalytisch mit Wasserstoff zu Methan reduziert 
werden kann, ist ebenfalls erwiesen, fraglich dagegen ist, ob der gleiche 
ProzeB biologisch existiert. Da eine biologische Reaktion unter Aus- 
schluB von Wasser nicht stattfinden kann, besteht die Méglichkeit, 
daB in den Kulturen das Kohlenoxyd durch Wasser (bzw. in aeroben 
Kulturen durch freien Sauerstoff) immer erst zu Kohlenséure umgesetzt 
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wird. Vielleicht werden weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet die 
durch verschiedene Beobachtungen begriindete Vermutung bestatigen, 
daB die Bakterienzelle nur Kohlenséure zu assimilieren vermag, nicht 
dagegen Kohlenoxyd. 
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Zur Biochemie der Ermiidung. 


I. Mitteilung: 


Uber den Einflu8 der Trainierung auf den Milehsiuregehalt des Muskels nach 
der Arbeit. 


Von 
Alexander Palladin, Lydia Palladina und E. Persowa. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 4. April 1931.) 


Es ist bereits seit langerer Zeit bekannt, daB die Ermiidung der 
Muskeln mit im Chemismus der Gewebe auftretenden Veranderungen 
in Zusammenhang steht. Wahrend der letzten Jahre ist eine gréBere 
Anzahl von Versuchen durchgefiihrt worden, deren Ziel war, die chemi- 
schen Erscheinungen zu erkliren, welche im tierischen Organismus 
bei Ermiidung hervorrufender Arbeit festgestellt werden k6nnen. 
Jedoch ist die Frage der Biochemie der Ermiidung bis jetzt noch nicht 
restlos gelést. Unser Wissen hinsichtlich des Ermiidungschemismus 
ist bis jetzt mehr allgemeiner Natur und muB sehr einseitig genannt 
werden. Es wurde festgestellt, daB wahrend der Ermiidung in den 
Geweben — und besonders den Muskelgeweben — bestimmte Sub- 
stanzen auftreten, welche anscheinend mit der Ermiidung in Ver- 
bindung stehen; das Gleichgewicht zwischen den Prozessen des Auf- 
und Abbaues dieser Stoffe ist gestért; das gleiche laBt sich von der 
Reversibilitat der verschiedenen chemischen und physikochemischen 
Vorgange sagen. 

Unter den mit der Arbeit und der Ermiidung der Muskeln zusammen- 
hangenden Stoffen ist es wohl die Milchséure, der bis jetzt die gréBte 
Aufmerksamkeit galt. 

Bereits die altesten Versuche, wie z. B. diejenigen Fletchers und 
Hopkins’, wiesen darauf hin, daB bei Ermiidung hervorrufender Arbeit 
sich die Menge der Milchséure vergr6Bere; daraus wurde gefolgert, dal} 
die Ermiidung von der Vermehrung des Milchséuregehaltes in den Muskeln 
abhange. 


! Teilweise auf dem Physiologen-KongreB der USSR im Mai 1930 
in Charkow vorgetragen. 


Fi 
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Tatsaéchlich wiesen die Untersuchungen an isolierten Muskeln darauf 
hin, daB von Ermiidung begleitete Muskelarbeit stets Hand in Hand mit 
der Vermehrung des Milchséuregehaltes in den Muskeln geht [.Weyerho/ (1), 
Embden und Jost (2))}. 

Untersuchungen, die am intakten Tiere vorgenommen wurden, ergaben 
bis jetzt noch keine so eindeutigen Resultate hinsichtlich der Vermehrung 
der genannten Saéure waéhrend der Ermiidung [ Biirgi (3), Embden und 
Schmitz (4), Lewitzky (5)). 


Ermiidung tritt nach langer und schwerer Muskelarbeit ein. Falls 
wir nun die Biochemie dieser Erscheinung studieren wollen, miissen 
wir alle chemischen Prozesse priifen, welche in den Muskeln wahrend 
der Arbeit stattfinden, sowie die Veranderungen in ihrem Verlauf, 
welche bei Ermiidung hervorrufenden Leistungen auftreten, d. h. ihren 
Zusammenhang mit den Ermiidungserscheinungen. Wir wissen jetzt, 
daB wir bei der Muskelarbeit mit dem Umsatz von vier Stoffen rechnen, 
namentlich : Hexosemonophosphorséure, Kreatinphosphorséure, Adeno- 
sinophosphorsaure und Pyrophosphorsaéure (richtiger gesagt Adenyl- 
pyrophosphorsaure). Deshalb miissen wir unser¢ Auf merksamkeit 
nicht nur der Milchséure zuwenden, welche aus einer der erwahnten 
Substanzen — der Hexosemonophosphorséure (Lactacidogen), welche 
ein Zwischenprodukt beim Kohlenhydratumsatz der Muskeln ist — 
hervorgeht. 


Wahrend der Muskelkontraktion beobachten wir den Zerfall des 
Lactacidogens und der Kreatinphosphorséure, sowie auch die Desaminierung 
der Adenylpyrophosphorsaéure; nach der Kontraktion tritt in der Periode 
der Erschlaffung der Aufbau der Hexose- und Kreatinphosphorséure, sowie 
die Reaminierung der Inosinséure auf. Durch die Ermiidung wird nicht 
nur das Gleichgewicht zwischen den Prozessen der Entstehung und des 
Schwindens der Milchséure gestért, nicht nur die Zuriickverwandlung der 
genannten Séure in Kohlenhydrate und die Oxydation eines anderen Teiles 
derselben herabgesetzt, sondern es vermindert sich auch, wie Embden 
festgestellt hat, die Fahigkeit zum Wiederaufbau des Lactacidogens; im 
allgemeinen werden die verschiedenen chemischen Prozesse, welche bei 
der normalen Muskelarbeit reversibel sind, bei der ermiidenden Muskel- 
arbeit immer weniger und weniger reversibel [.Wilroy (9), Schmidt (10)). 

Embden fand auBerdem, daB die ihrer Funktion nach verschiedenen 
Muskeln auch verschiedene Geschwindigkeit im Sinne des Verlierens der 
Reversibilitaétsfahigkeit aufwiesen. 

Die ihrer Funktion nach verschiedenen Muskeln weisen desgleichen 
einen Unterschied hinsichtlich des Kreatinphosphorsiéure-, des Kreatin- 
und des Lactacidogengehaltes auf. Die die Leistungsfahigkeit erhéhende 
und die Ermiidbarkeit vermindernde Muskeltrainierung ruft bestimmte 
Veranderungen in ihrer biochemischen Statik hervor, und zwar: Ver- 
mehrung des Kreatingehaltes [A. Palladin und Ferdmann (6)], des Glykogens 
[Embden und Habs (7)}, der Kreatinphosphorséure [Ferdmann und Fein- 
schmidt (8)] und des Reststickstoffs (Hmbden und Habs). 

Embden sowie dessen Schiiler stellten fest, daB die Muskelermiidung 
auch mit bestaéndigen Veraénderungen in den physiko-chemischen Prozessen 
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in den Muskeln einhergeht; ihre Reversibilitét vermindert sich gleichfalls 
[Embden und Jost (11), Deuticke (12), Hensay (13)]. 

Ahnliche Veraénderungen treten auch beim Absterben von Muskeln 
auf; deshalb nimmt Embden an, da8B die Muskelermiidung ein dem ,,Ab- 
sterben** &hnlicher Proze8 sei. 

Weiterhin wurden noch einige Veraénderungen im Chemismus der 
ermiideten Muskeln festgestellt. Lewitzky fand z. B. erhéhten Calcium- 
und Magnesiumgehalt und Verminderung des Kaliums. Wacker (14) stellte 
desgleichen erhéhten Calcium- und Magnesiumgehalt fest und sprach 
die Vermutung aus, da8 eben der Anstieg des ionisierten Calciums und 
Magnesiums die Ursache der Ermiidung sei; seiner Meinung nach ist die 
Ermiidung eine Schutzvorrichtung des Organismus gegen den schadlichen 
Einflu8 des Séureiiberschusses auf die Gewebe. 


Man hat nicht nur den Einflu8 der Ermiidung auf den Chemismus 
der Muskeln, sondern auch auf die chemische Zusammensetzung des 
Blutes und des Harns untersucht [z. B. Bernardi (15), Schenk und 
Craemer (16), Hefter und Judilowsky (17), Kutscher und Fléssner (18), 
Parnas (16)]. 


Jedoch sehen wir bei der Durchsicht der Literatur, daB auf dem Gebiet 
der Biochemie der Ermiidung bis jetzt nicht sehr viel getan worden ist. Es 
gibt zwar viele Angaben, welche jedoch nicht das ganze Problem der 
Biochemie der Ermiidung erfassen. Als Hauptfehler der bis jetzt vorhandenen 
Untersuchungen ist die Tatsache anzusehen, daB man beim Studium der 
Biochemie der Ermiidung seine besondere Aufmerksamkeit auf ein ein- 
zelnes Moment richtete, z. B. die Entstehung der Milchséure. Mit der 
Milchséurebildung in Verbindung stehende Prozesse haben zwar zweifel- 
los ein bestimmtes Verhaltnis zur Ermiidung. Im arbeitenden Muskel 
finden zwei einander entgegengesetzte Prozesse statt: die Entstehung 
der Milchséure und ihr Verschwinden. Beide befinden sich anfangs 
im Gleichgewicht jedoch tritt im Laufe der Arbeit eine Stérung 
desselben ein — und in den Muskeln beginnt sich Milchséure anzuhéufen. 
Wenn nun diese Anhaufung einen bestimmten Grad erreicht, tritt Ermiidung 
als eine neue Qualitét ein, und der Muskel biiBt seine Leistungsfahigkeit ein. 


Wahrend der Ruhe verschwindet die in den Muskeln gespeicherte 
Milchséure wieder dank zwei miteinander verbundenen entgegengesetzten 
Prozessen (die Umwandlung eines Teiles der Milchséure in Kohlenhydrate 
auf Rechnung der Oxydation eines anderen Teiles), und der Muskel erhalt 
von neuem seine Leistungsfahigkeit ; jedoch ist der ausgeruhte Muskel nicht 
mehr der gleiche wie vor Beginn der Arbeit. 

Zweifellos kann eine ganze Reihe von Momenten auf die einzelnen 
Etappen des Milchséurestoffwechsels im Muskel einwirken: héchstwahr- 
scheinlich hangen davon wohl auch die von verschiedenen Verfassern 
erhaltenen, oft wiedersprechenden Resultate ab. 

Es diirfte jetzt an der Zeit sein, in das Studium der Biochemie der 
Ermiidung hinsichtlich der Methodologie der Untersuchungen einige Ande- 
rungen einzutiihren ; weiterhin diirfte es angebracht sein, die in arbeitenden, 
ermiideten Muskeln auftretenden biochemischen Prozesse in ihrer Ge- 
samtheit zu studieren, wobei ihre Wechselbeziehungen, sowie auch ihr 
Zusammenhang mit éuBeren und inneren, auf die Ermiidungserscheinungen 
einwirkenden Bedingungen gleichzeitig in Betracht gezogen werden miiBten. 
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Wenn wir nun zur Erleichterung der Untersuchungen provisorisch 
alle die Biochemie der Ermiidung betreffenden Fragen in einzelne 
Probleme auflésen, so diirfen wir nicht vergessen, daB wir jedesmal 
nur einen Teil des ganzen Problems studieren — unsere Aufgabe be- 
steht dann darin, den erwahnten Teil nur im Zusammenhang mit 
dem Problem als Ganzes zu betrachten, und das ganze Problem nicht 
auf diesen seinen Teil zuriickzufiihren. 


Was nun die Milchséure im besonderen anbetrifft, so beschlossen 
wir, als wir unsere Untersuchungen zur Erforschung der Biochemie der 
Ermiidung anfingen, in erster Reihe festzustellen, ob die Méglichkeit 
existiere, daB verschiedene innere und duBere Bedingungen einen 
EinfluB auf den Milchséuregehalt der Muskeln bei gleicher Arbeit 
austiben, oder die Milchsaéureanhaéufung stets der Intensitéat der Arbeit 
gleichlaufend sei, d. h. ob die Milchsaurewerte in den ermiideten Muskeln 
sich stets dem Grade der Ermiidung entsprechend verandern. 


Gleichzeitig fanden wir es fiir nétig, unsere Untersuchungen auch 
auf alle anderen im arbeitenden Muskel stattfindenden biochemischen 
Prozesse, welche oben bereits erwahnt worden sind, auszudehnen und 
diese in ihren Wechselbeziehungen (besonders in ihren Beziehungen zu 
dem Milchsdurestoffwechsel) und in ihren Beziehungen zu anderen 
Ermiidungsmomenten zu untersuchen und ihre Rolle in den Ermiidungs- 
erscheinungen aufzuklaren. 


Als erste Etappe dieser Untersuchungen wahlten wir das Studium 
des Einflusses vorhergehender Trainierung auf den Milchsaéuregehalt 
der Muskeln nach der Arbeit. 


Untersuchungsverfahren. 


Die Versuche wurden an erwachsenen Kaninchen angestellt, welche 
stets gleiches Futter, bestehend aus Hafer, Riiben und Wasser, erhielten. 
Jeder Versuch wurde an je zwei Tieren gleichen Geschlechts und ungefahr 
gleichen Alters vorgenommen. 


Musculus biceps femoris der rechten Extremitét eines Kaninchens 
wurde taglich wahrend 8 bis 26 Tagen trainiert. Das Kontrolltier blieb 
unbehandelt. 


Die Muskeltrainierung erfolgte durch 5 Minuten andauernde Reizung 
mittels Induktionsstrom, wobei die Elektroden an der entblé8ten Haut 
iiber dem zu untersuchenden Muskel, und zwar M. biceps femoris, angelegt 
wurden. 


Nach einer unserer Ansicht nach geniigend langen Trainierung wurde am 
folgenden Tage nach der letzten Behandlung der entsprechende Muskel 
des trainierten Tieres, sowie der gleiche (M. biceps der rechten Extremitat) 
des Kontrollitieres 5 Minuten lang elektrisch gereizt und sofort nach be- 
endeter Behandlung ausgeschnitten, in fliissige Luft gebracht und in einer 
Porzellanschale zerrieben. Gleichzeitig wurden den beiden Tieren zu 











272 A. Palladin, L. Palladina u. E. Persowa: 


Kontrollzwecken auch die gleichen Muskeln (M. biceps) der linken Extre- 
mitaét ausgeschnitten und desgleichen in fliissiger Luft zerrieben. Eine 
bestimmte Menge der in fliissiger Luft zerriebenen Muskeln wurde sogleich 
nach dem Zerreiben in einen 20 cem einer 4°,igen Lésung von Trichlor- 
essigsfure enthaltenden und vorher abgewogenen Kolben gebracht. Nach 
Hinzufiigen der Muskeln wurde derselbe nochmals gewogen und auf diese 
Weise das Gewicht der zur Bestimmung bestimmter Substanzen ent- 
nommenen Muskeln bestimmt. 


In allen Muskeln wurde sodann der Milchséuregehalt sowie auch der 
Kreatinphosphorséure- und Orthophosphorséuregehalt bestimmt. 


Ersterer wurde nach der Methode von Fitrth-Charnas, und die Kreatin- 
phosphorséure nach Fiske und Subbarow (20) (neue Methode) und Ferd- 
mann (21) festgestellt. 


Ubersicht der Untersuchungsergebnisse. 


Durch die Untersuchungen des Milchsdéuregehalts in untrainierten 
Muskeln (Kaninchen, Gruppe B), welche einer 5 Minuten andauernden 
Reizung unterworfen worden waren, gelang es, stets einen Anstieg 
desselben festzustellen. Derselbe schwankte in den Grenzen zwischen 
0,359 und 0,416°%,, wie aus den Ergebnissen der Untersuchung der 
gereizten Muskeln (R) des rechten Beins eines jeden Kaninchens von 
Gruppe B zu ersehen ist. 

In keinem einzigen Versuche fanden wir in einem Muskel (2), welcher 
gearbeitet hatte, demjenigen der rechten Extremitat, eine Verminderung 
der Milchséurewerte oder wenigstens den gieichen Gehalt wie in dem 
linken, der Kontrolle dienenden (Muskel K). 

Dagegen waren die Ergebnisse in vorher trainierten Muskeln (7'R) 
ganz andere (Muskeln der rechten Extremitaét der Kaninchen von 
Gruppe A). 

Die 5 Minuten dauernde Reizung ergab nur in einem Falle einen 
ein wenig gréBeren Milchsiuregehalt; jedenfalls erreichte derselbe 
nicht die Héhe, welche sich im gereizten Muskel (2) des Kaninchens B 
(Versuch 3) feststellen lieB. In allen anderen Versuchen, vorgenommen 
an trainierten Muskeln (7'R), beobachtete man nicht nur keinen durch 
die 5 Minuten lange Reizung hervorgerufenen Anstieg der Muskelsaure- 
werte im Vergleich zum linken Kontrollmuskel des gleichen Kaninchens, 
sondern im Gegenteil nach stattgefundener Reizung sogar einen 
kleineren Gehalt der genannten Saure im Vergleich zum linken Kontroll- 
muskel, was aus den beigefiigten Versuchsprotokollen Nr.1, 2, 4 
ersichtlich ist. ' 


So stellten wir z. B. im Kontrollmuskel des Kaninchens A 0,277°, 
Milchséure fest, im rechten (7'R) nach 5 Minuten langer Reizung 
0,229°,, wahrend der rechte Muskel (R) des Tieres B nach gleicher 
Arbeit 0,414°, aufwies (Versuch }). 
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Auf diese Weise sehen wir, daB vorherige Trainierung einen be- 
stimmten EinfluB auf die Stoffwechselprozesse der Milchséure bei 
der Arbeit ausiibt, wahrend die gleiche Reizung bei untrainierten 
Muskeln ganz andere Folgen hinsichtlich der Werte der Milchsaure 
aufweist, wie wir das aus den Versuchen an den Muskeln der Extremitaten 
der Versuchstiere A und B ersehen. 

Es muB bemerkt werden, daB der Milchséiuregehalt im M. biceps 
der linken Extremitaét des Tieres A wahrend des Versuchs ungefahr 
der gleiche wie beim M. biceps der rechten Extremitat des Ka- 
ninchens B war. 

In einem anderen Versuch (N2) tritt der Unterschied zwischen trainierten 
und untrainierten Muskeln noch starker hervor : Die Reizung des untrainierten 
Muskels (Ff) erhéhte den Milchséuregehalt bis auf 0,416°,, wahrend der 
Kontrollmuskel (A) 0,319°, aufwies. Der trainierte Muskel (7'2) dagegen 
zeigte nach der gleichen Reizung nicht nur keinen gréBSeren Gehalt im 
Vergleich zum Kontrollmuskel, sondern im Gegenteil einen kleineren 
Milchséuregehalt, namlich 0,284°,, wahrend er im Kontrollmuskel (K) 
der linken Extremitaét 0,329°, betrug. 

Folglich sehen wir, daB das Trainieren dermaben auf den Milch- 
siurestoffwechsel einwirkt, daf die Muskelarbeit keinen Anstieg 
desselben bewirkt. 

Auf diese Weise zeigt dieser erste Schritt auf dem Wege zur Er- 
klarung des Einflusses verschiedener Momente auf den Milchsaure- 
gehalt bei ermiidender Arbeit, daB bereits eins von ihnen imstande ist, 
die Wechselbeziehungen ins Schwanken zu bringen, welche bei be- 
stimmten Bedingungen zwischen ermiidender Arbeit und Milchsaure- 
gehalt herrschen; so diirfte es also unméglich sein, den Anstieg des Milch- 
sduregehalts als ein Kriterium der Intensitdt einer Arbeit anzusehen. 

Gleichzeitig mit den Bestimmungen des Milchsdéuregehalts wurden 
von uns die Bestimmungen der Kreatinphosphorsdéure und der Ortho- 
phosphorsdure in den Muskeln durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in 
der Tabelle I dargelegt. . 

Die Reizung des M. biceps (R) der rechten Extremitaét des Kanin- 
chens B rief stets ein mehr oder minder ausgeprigtes Absinken der 
Kreatinphosphorsaure im Vergleich zu ihrem Gehalt im entsprechenden 
Kontrollmuskel der linken Extremitat des gleichen Kaninchens hervor. 

Was nun die Orthophosphorséiure anbelangt, so war ihr Gehalt 
in den Muskeln nach stattgefundener Reizung erhéht, wobei dieser 
Anstieg nicht dem, Abfall der Kreatinphosphorwerte entsprach, sondern 
héher war — der Grund hierfiir diirfte wohl darin zu suchen sein, dab 
die Muskelreizung zugleich den Zerfall der Hexosephosphorséure 
hervorrief —, und die Erhéhung der Orthophosphorwerte auf Rechnung 
des Kreatinphosphorséurezerfalls, sowie auch des Zerfalls der Hexose- 
phosphorsaure zu setzen ist. 
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Tabelle I. 
ee 41 tel la x 
4 5 2 5 w ‘ 5 x Te = « 
z € (gee 282 SE Set 
& | Kaninchen Muskeln S SZe Efe |se #c5 
aS (ag -S8iEeio § 
Nr %o Oy Oa = g 
| M. biceps des rechten Beins, 
A. Nr. 8 trainiert und gereizt (7R) | 0,229) 0,037 0,088 8 
a | M. biceps des linken Beins, 1610 
1 als Kontrolle (K) 0,277/ 0,088 0,061, | 
M. biceps des rechten Beins, 
B, Nr. 7 gereizt (R) 0,414 | 0,020 0,105 \ 1300 
| M. biceps des linken Beins(K) | 0,297 0,032 0,072, | # 
eer TR 0,284 0.052 0,078 25 ) .-. 
gern K 0,329 0,042 0,050 |: 1760 
' R 0,416 0,026 0,100 a 
ee Be Pe 0,319 0,049 0,042, || 230 
oil TR 0352 0,044 0.081 16 | ,-- 
P as "i K 0,316 0,040 0,048, | 179° 
. R 0,407 | 0,021 0,112 l 9 
xy BNrid{ _«K | 0,317 0,047 0,051 j ee 
. TR 0,247 0050 0075 21 | 4 
F |A, Net | K 0.281 0,055 0,045 | 2400 
. { R 0,359 0,017 0,123 es dane 
mieeed K 0,263 0,041 0,058, | 200 


Im trainierten Muskel (7'R) stellten wir nach Reizung stets ent- 
weder den gleichen Kreatinphosphorgehalt wie im Kontrollmuskel der 
anderen Extremitat des gleichen Tieres, oder einen Anstieg fest. Jeden- 
falls sollte man diese Tatsache nicht dahin deuten, daB die Reizung 
eines trainierten Muskels nicht nur keinen Kreatinphosphorsaurezerfall, 
sondern sogar eine Synthese derselben hervorruft. Wie aus den Unter- 
suchungen Ferdmanns und Feinschmidts zu ersehen ist, beobachtet 
man im trainierten Muskel stets eine Erhéhung der Kreatinphosphor- 
werte; ebenso waren dieselben wahrscheinlich auch in den trainierten 
Muskeln unserer Kaninchen ausgesprochen erhéht. Wenn wir nun 
unsere Ergebnisse hinsichtlich des Kreatinphosphorgehalts in trainierten 
Muskeln (7'R) nach ihrer Reizung mit den Angaben Ferdmanns iiber 
den Kreatinphosphorsaéuregehalt in trainierten Muskeln miteinander 
vergleichen, so finden wir in allen unseren Versuchen niedrigere Zahlen ; 
man diirfte daraus den SchluB ziehen kénnen, daB die Reizung des 
trainierten Muskels von Abfall des Kreatinphosphorgehalts begleitet sei. 


Ob nun tatsaéchlich in dieser Richtung ein Unterschied zwischen 
trainierten und untrainierten Muskeln herrscht, ist wohl jetzt noch 











E. 275 


mie 


Biochemie der Ermiidung. 


nicht festzustellen, da wir den Kreatinphosphorgehalt der trainierten 
Muskeln vor der Reizung nicht kannten. Falls wir von den Zahlen 
Ferdmanns ausgehen, so erhalt man den Eindruck, als ob im trainierten 
Muskel der ZerfallsprozeB der Kreatinphosphorsaure nicht so intensiv sei. 

Der Orthophosphorsaéuregehalt war in den Muskeln (7'R) stets 
erhéht — im Vergleich zu den Kontrollmuskeln —, jedoch weniger als 
in den Muskeln (2). 

Es ist also auf Grund unserer Angaben nicht méglich, bestimmte 
SchluBfolgerungen hinsichtlich des Einflusses der Trainierung auf 
die Spaltung der Kreatinphosphorsiure bei Muskelarbeit zu ziehen. 
Dazu sind noch weitere Untersuchungen erforderlich, welche jetzt 
im Gange sind. 
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Vitamingehalt der Sauermilchpraparate 
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Mit 23 Abbildungen im Text. 


I. Gehalt der Sauermilchpriparate an den fettlislichen Vitaminen A und D, 


Sauermilchpraparate spielen sowohl in der Therapie wie als Volks- 
nahrmittel eine immer gréBere Rolle. Auffallenderweise ist der Vitamin- 
gehalt derselben im Gegensatz zu Frischmilch noch kaum gepriift 
worden. Im folgenden habe ich mir zur Aufgabe gemacht, den Vitamin- 
gehalt einiger Sauermilchpriparate im Vergleich zur Frischmilch zu 
ermitteln und damit gleichzeitig den EinfluB verschiedener Garungen 
auf den Vitamingehalt der Milch zu studieren. Die Untersuchungen 
erstreckten sich auf A-, B-, C-, und D-Vitamin. Gepriift wurden Yoghurt, 
Kefir, Saya und frische Rohmilch zum Vergleich. 


Rohmilch, Saya und Yoghurt wurden in der Form verwendet, wie 
sie in Wiirzburg taglich zum Verkauf kommen. Yoghurt wird in der iiblichen 
Weise mit Azelrodschen Kulturen hergestellt. Die Sayamilch stammt aus 
dem bayrischen Allgéu und wird in Wiirzburg nur gelagert. Dieses Préparat 
wird nach einem Verfahren von Sanitaétsrat Dr. Wehsarg gewonnen, wonach 
die Milch in sauerstofffreiem Milieu bei tiefer Temperatur einer sechs- 
wochigen Gaérung unterworfen wird. Strept.lact. und jene Organismen, 
die man als Aromabakterien zu bezeichnen pflegt (Strept. citrovor. und 
paracitrovor.), sowie in spéteren Stadien Milchséurelangstaébchen spielen 
nach Demeter! dabei die Hauptrolle. Interessant ist ferner der gleichzeitig 
erfolgende umfangreiche Abbau des Milchcaseins bis zu den Aminosaéuren 
(nach Kieferle*). Kefir wurde, da solcher in Wiirzburg im Handel nicht 
zu haben ist, selbst bereitet, und zwar mit Kefirkérnern aus der milch- 
wirtschafijichen Forschungsanstélt in Weihenstephan, zum Teil auch mit 
Dr. Trainers Kefirpastillen. Der Fettgehalt der verwendeten Milch- 


1 Siidd. Molkereiztg. 1929, Nr. 4. 
2 Ebendaselbst 1929, Nr. 4. 
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praparate wies keine nennenswerten Unterschiede auf. Er lag zwischen 
3,3 und 3,5°,. Nur Yoghurt hatte einen etwas héheren Fettgehalt (3,8 
bis 4°), da die Milch bei dessen Herstellung eingedampft wird. 


1. A-Vitamin. 

DaB die Rohmilch A-Vitamin enthalt, ist schon lange bekannt 
(Sherman u.a.1). Die Milchmengen, welche in der Literatur als not- 
wendig angegeben werden, um eine A-freie Nahrung vollwertig zu 
machen, sind sehr verschieden. Sie liegen fiir Ratten zwischen 1,5 
und 20 ccm. 


Hopkins? zeigte 1929, daB tagliche Gaben von 2 bis 3 ccm frischer 
Milch imstande sind, Ratten, die mit reinen Nahrstoffen gefiittert wurden 
(A- und B-frei), am Leben zu erhalten. Nach Stransky* geniigen 5 ecm Milch 
fiir Ratten, die sonst nur getrocknetes Brot (praktisch A-frei) bekommen, 
zum normalen Gedeihen. Nach Kennedy* decken 10 cem Sauermilch den 
Bedarf junger Ratten an A- und B-Vitamin. Bei vitaminarmer Fiitterung 
der Kiihe waren dagegen 15 ccm nicht ausreichend. Outhouse u. a.° zeigten, 
da8 Rohmilch in téglichen Dosen von 3cem den VitA&min-A-Bedarf voll 
zu decken vermag. Nach J. Birger Platon® geniigen schon 1,75 bis 2cem dazu. 
Nach einer Zusammenstellung von Stepp’? mu8 bei Fehlen des A-Vitamins 
die Milch bei Junifiitterung 20°, der Nahrung ausmachen, damit letztere 
vollwertig ist. Bei Winterfiitterung soll die Milch nur sehr wenig A- Vitamin 
enthalten. 

Eigene Versuche. 

Methodik. Die Versuche wurden an zehn Wiirfen etwa 4 Wochen alter 
weiBer Ratten in den Winter- und Friihjahrsmonaten durchgefiihrt. Zunéchst 
bekamen alle Tiere ausschlieBlich eine A-vitaminfreie Grundkost (nach 
Drummond), die folgende Zusammensetzung hatte: 47 Teile Reismehl 
(mit Alkohol extrahiert), 18 Teile Casein Hammarsten, 5 Teile Hefe und 
5 Teile Nahrsalzmischung nach McCollum und Davis*. Pro Tier und 
Tag wurde noch 1 cem Arachis6él nach Birger Platon® zugegeben und aus 
dieser Mischung ein Teig hergestellt. Davon bekam jedes Tier taglich 20 g. 
Die Ratten wurden einzeln in Glasern, mit Torfmull als Streu gehalten und 
jeden zweiten Tag gewogen. Die Muttertiere erhielten vor dem Versuch 
dasselbe Futter wie die Jungen. Als Test galt neben der Gewichtskurve 
vor allem auch das Fehlen bzw. Vorhandensein der fiir A-Mangel bekannten 
Krankheitssymptome. 


Nach 10 bis 14 Tagen traten die ersten Krankheitserscheinungen 
auf (Lichtscheu, zum Teil Anschwellen der Lider, Nachlassen der FreB- 
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Proc. soc. exp. biol. a. med. 17, 41, 1920. 

Zitiert nach Mc Collum, Neue Ernahrungslehre 1928, 8. 132. 
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lust, Struppigwerden des Fells). Vom 25. bis 30. Tage an wurden 
dann, bevor schwerere Krankheitserscheinungen eingetreten waren, die 
obigen Praparate in taglichen Mengen von }/,, 1, 2, 5 oder 10 g verab- 
reicht. Nur ein Tier von jedem Wurf wurde als Kontrolltier auch 
weiterhin A-frei ernahrt. Am 28. Tage trat durchschnittlich Wachstums- 
stillstand und darauffolgende meist langsame Gewichtsabnahme ein. 
Wurde keine Zulage gegeben, so starben die Ratten (Kontrolltiere) 
in der fiinften bis siebenten Woche unter den typischen Erscheinungen 
des A-Vitaminmangels (Xerophthalmie, starke Abmagerung). 


Tagliche Zulage von 0,5 9 zur A-freien Kost hatte bei Rohmilch, Kefir 
und Yoghurt keinen wesentlichen Erfolg. Mit Rohmilch lebten die be- 
treffenden Ratten durchschnittlich 10 Tage, mit Yoghurt durchschnittlich 
8 Tage langer als die Kontrolltiere. Mit 0,5 g Saya dagegen verschwanden 
die Krankheitssymptome innerhalb 10 bis 14 Tagen, und die Tiere nahmen 
in 7 Wochen durchschnittlich 33g zu. Bei Riickkehr zur A-freien Kost 
fielen die Gewichte sofort wieder und die Tiere gingen nach 4 bis 8 Tagen ein. 

Bei taglicher Zulage von ] g zur A-freien Kost waren Kefir und Rohmilch 
wieder ohne wesentliche Wirkung. Die ., Yoghurttiere** nahmen meist in 
den ersten Wochen ziemlich stark ab, dann stiegen die Gewichte wieder an, 
wahrend gleichzeitig die Krankheitssymptome sich besserten. Als spéter 
wieder A-freie Kost gefiittert wurde, fielen die Gewichte sofort, und nach 
10 bis 12 Tagen waren die Lider wieder geschwollen. Bei Saya blieben 
die Versuchstiere ohne deutliche Krankheitserscheinungen und die Gewichts- 
zunahmen betrugen in 8 Wochen durchschnittlich 29g. Nach Absetzen 
der Sayazulage nahmen die Tiere langsam ab. 

Bei taglicher Zulage von 2g zur A-freien Kost lebten alle Tiere noch 
nach 60 Tagen (vgl. Abb. 1). Die Gewichtszunahme betrug durchschnittlich 
in 60 bis 70 Tagen bei 





Kefir Yoghurt Rohmileh Saya 
£ ~ £ g 
1 16 18 38 


Bei taéglicher Zulage von 5g zur A-freien Kost waren nach 14 Tagen 
bei allen Tieren die Krankheitssymptome verschwunden. Die Gewichts- 
zunahmen betrugen durchschnittlich in 2 Monaten bei 





Kefir Yoghurt Rohmileh Saya 
_ £ - £ 
5 31 26 59 

‘ ‘ , 


Als aach 8 Wochen wieder A-freie Kost gegeben wurde, nahmen in 
den folgenden Tagen die mit Lebertran gefiitterten Tiere an Gewicht weiter 
zu, ebenso die ,,Sayatiere’‘, wahrend alle iibrigen Versuchstiere sofort an, 
Gewicht verloren. Zwei ,,Kefirtiere’* gingen nach 3 bis 4 Tagen, ein ,,Roh- 
nach 10 Tagen ein. 
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Bei taglicher Zulage von 10g zur A-freien Kost waren nach 10 Tagen 
alle Tiere d4uBerlich wieder gesund, und die Gewichte stiegen an. Die durch- 
schnittlichen Gewichtszunahmen betrugen in 80 Tagen bei 





Kefir Yoghurt Rohmilch Saya 
- £ - & 
31 60 52 69 


Als Beleg seien die Gewichtskurven eines Wurfs wiedergegeben. 
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Abb. 1. 
Gewichtskurven der Ratten des Wurfes .E°. 
Vor dem Versuch. 
—-~-— A-Vitaminfreie Grundkost. 
Taglich 2g Zulage des betreffenden Priparates. 





Die wichtigsten, bei obigen Versuchen gefundenen Werte sind in 
der folgenden Tabelle kurz zusammengestellt. 





Kleinste tagliche Gabe, bei 


welcher die Tiere 2 Monate Kleinste ragliche Gabe, bei 
Praparat ’ iiberlebten welcher «ie Tiere normales 
Wachstum zeigten 
£ 

a ey etwa 2,0 mehr als 10 ¢ nétig 
OS OO Seo ~ wae etwas mehr als 10g notig 
We fo ce ss » 1,0—2,0 10g 

WG we) gt iD cats. «. % , 5g 


Biochemische Zeitschrift Band 236. 19 








280 K. A. Forster: 


Kefir war demnach etwas armer, Yoghurt und Saya erwiesen 
sich dagegen als reicher an A-Vitamin als die untersuchte Rohmilch. 
Bei Yoghurt ist die Erklarung dafiir wohl darin zu suchen, daB die 
Milch bei der Herstellung eingedickt, somit fettreicher wird und der 
weitaus gréBte Teil des A-Vitamins der Milch an das Fett gebunden 
ist. Auch quantitativ entspricht die Differenz an A-Vitamin zwischen 
Yoghurt und Rohmilch ungefihr dem Unterschied im Fettgehalt. 
Auffallender war der wesentlich héhere A-Gehalt bei Saya, zudem hier 
keine Unterschiede im Fettgehalt gegeniiber der Rohmilch vorlagen. 
Es muBte somit entweder die zur Sayaherstellung verwendete Allgduer 
Rohmilch A-vitaminreicher sein als die Wiirzburger Rohmilch, oder 
der Gehalt an A- Vitamin ist durch den HerstellungsprozeB erhéht worden. 

Um diese Frage zu kliren, wurde eine weitere Versuchsserie durch- 
gefiihrt und die dabei verwendete Saya und die Rohmilch aus der 
Siiddeutschen Versuchs- und Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft in 
Weihenstephan bezogen. Die Rohmilch wurde taglich (Februar bis 
April) in geschlossenen Flaschen nach Wiirzburg gesandt und stammte 
von denselben Kiihen, aus deren Milch die verwendete Saya hergestellt 
worden war. Die Fiitterung der Kiihe ist nicht geaindert worden. 

Die Versuchsanordnung war dieselbe wie oben beschrieben. Es 
wurden drei Wiirfe mit im ganzen 23 Tieren verwendet. 

Bei taglicher Zulage von 0,59 zur A-freien Kost verschwanden bei 
den mit Saya gefiitterten Tieren die Krankheitserscheinungen  (Lid- 
schwellung, struppiges Fell usw.) nach 12 bis 18 Tagen. Allerdings blieben 
die Tiere schwach und nahmen an Gewicht nur wenig zu. Die mit Koh- 
milch gefiitterten Tiere starben alle innerhalb der ersten 2 Monate unter 
den typischen Erscheinungen des Vitamin-A-Mangels. 

Bei tiaglicher Zulage von 1g zur A-freien Kost tiberlebten alle mit 
Saya gefiitterten Tiere 3 Monate, blieben im Wachstum jedoch hinter 
normal ernéhrten Tieren stark zuriick. Ein Drittel der mit Rohmilch ge- 
fiitterten Tiere starb, die iibrigen iiberlebten 3 Monate, waren jedoch 
krank und hatten an Gewicht nur einige Gramm zu-, mehrfach auch ab- 
genommen. 

Bei taglicher Zulage von 5g zur A-freien Kost verschwanden bei allen 
Tieren die A-Mangelsymptome innerhalb 18 Tagen. Zum Vergleich wurde 
hier neben der Weihenstephaner Rohmilch auch Wiirzburger Rohmilch 
verwendet (s. Abb. 2). 

Bei taglicher Zulage von 10g zur A-freien Kost erholten sich sowohl 
die mit Weihenstephaner Rohmilch, wie die mit Saya gefiitterten Tiere 
innerhalb 1 Woche und zeigten normales Wachstum. 

Auch hier seien die Gewichtskurven eines Wurfes wiedergegeben. 


Die Versuche zeigten, daB in der Tat die siidbayerische (Weihen- 
stephaner) Milch etwas reicher an A-Vitamin ist als die frankische 
(Wiirzburger) Milch. Es besteht jedoch auch ein deutlicher Unterschied 
im A-Vitamingehalt zwischen Weihenstephaner Rohmilch und Saya, 
die aus Milch von denselben Kiihen hergestellt war. Da die Rohmilch 
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jeweils nur eine Nacht auf dem Transport war und vor dem Versand 
in Weihenstephan stets tief gekiihlt wurde, so ist nicht anzunehmen, 
daB dabei wesentliche Verluste an A-Vitamin eingetreten sind. Es 
bleibt somit nur die Annahme, daB durch den HerstellungsprozeB 
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Abb. 2. 
Gewichtskurven der Ratten des Wurfes .M*. 
Vor dem Versuch. 
— —— A-Vitaminfreie Grundkost 
Tiglich 5g Zulage des betreffenden Priparates. 





(sechswéchige Garung bei SauerstoffausschluB) A-Vitamin neu gebildet 
worden ist! Eine Neubildung von Vitaminen durch Bakterien ist bisher 
nur fiir B-Vitamin nachgewiesen worden (Sunderlin und Werkman}'). 
Vielleicht spielen hier ahnliche Vorgange eine Rolle. . 


Zusammenstellung der Ergebnisse tither A-Vitamin. 

1. Bei der Herstellung von Kefir tritt ein Verlust an A-Vitamin 
gegeniiber der zur Herstellung verwendeten Rohmilch ein. 10g Kefir 
taglich geniigen nicht, um eine A-vitaminfreie Nahrung fiir Ratten 
vollwertig zu machen. 

2. Yoghurt wurde etwas reicher an A-Vitamin gefunden als die 
zu seiner Herstellung verwendete Rohmilch. Dies hat woh] seinen Grund 
darin, daB bei der Herstellung von Yoghurt die Milch eingedickt wird 
und somit mehr Fett enthalt. 10g Yoghurt reichen gerade aus, um 
A-vitaminfreie Kost fiir Ratten vollwertig zu machen. 


1 Journ. bacter. 16, 17, 1929. 
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3. Siidbayerische (Weihenstephaner) Rohmilch ist reicher an A- 
Vitamin als frinkische (Wiirzburger) Rohmilch. Von der ersteren 
geniigen bereits 10g, um volligen A-Vitaminmangel in der Nahrung 
fiir Ratten auszugleichen, von der letzteren sind hierzu etwa 15g 
erforderlich. 


4. Sayamilch enthalt wesentlich mehr A-Vitamin (mehr als das 
Doppelte) als die tibrigen untersuchten Praparate, auch mehr als die 
Rohmilch, aus der sie hergestellt wurde. Bei taglichem Zusatz von 
5 g gedeihen Ratten normal. Man mu annehmen, daB sich A-Vitamin 
wahrend des Garungsprozesses (Milchséuregérung durch Strept. lact., 
citrovorus und paracitrovorus) auf eine bisher noch nicht naher bekannte 
Weise neu gebildet hat. 


2. D-Vitamin. 


Auch tiber den Gehalt der Milch an Vitamin D liegen verhaltnismaSig 
nur wenig Angaben vor, und diese sind meist allgemein gehalten. So scheinen 
nach Funk! von den fettléslichen Vitaminen in der Milch gré8ere Mengen 
vorhanden zu sein als von den wasserléslichen und Lindquist? bezeichnet 
den D-Vitamingehalt der Milch als ,,reichlich*‘. Quantitative Angaben 
machten Konvenchevsky und Marjoric*, welche durch tagliche Verab- 
reichung von 5cem frischer Wintermilch aus einer Londoner Meierei 
rachitische Ratten heilen und im Wachstum férdern konnten. Durch 
Oxydation und Erwaérmen der Milch wurde die antirachitische Wirkung 
auf ein Drittel herabgesetzt. Chick und Roscoe* fanden, je nach Herkunift 
der Milch sehr verschiedene Werte. Sie haben schwer rachitische Ratten 
(Mc Collum-Diaét 3143) mit taglich 5cem Milch fast vdllig geheilt, bei 
anderen Milchsorten war die doppelte bis vierfache Menge nétig. Nach 
Scheer® iibt unbestrahlte Milch in Mengen von | bis 2 cem keinerlei Wirkung 
auf die Rattenrachitis (Diét nach Steenbock) aus. Diese Werte sind jedoch 
nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar, da bei verschiedenen Ratten- 
stémmen groBe Unterschiede in der Empfanglichkeit fiir Rachitis bestehen 
und auBerdem ganz verschiedene, Rachitis erzeugende Futtergemische zur 
Verwendung kamen. Uber den D-Vitamingehalt von Yoghurt, Kefir und 
Saya ist bisher noch nichts veréffentlicht worden. 


Eigene Versuche. 


Methodik. Es wurden insgesamt elf Wiirfe (je vier bis neun’ Tiere) 
junger weiBer Ratten mit einem durchschnittlichen Gewicht von 30 bis 40 g 
verwendet. Als Grunddiaét erhielten alle Tiere das Futtergemisch Nr. 3143 
nach Mc Collum und Mitarbeitern, das sich bei uns am besten bewaéhrt hat 
und bei welchem die Tiere stets nach einigen Wochen rachitisch wurden. 
Das Fortschreiten der Krankheit bzw. Heileffekte wurden durch Réntgen- 


1 Die Vitamine 1922, 8. 221. 

2 Journ. of dairy science 7, 294, 1924. 
3 Biochem. Journ. 17, 167, 1923. 

* Ebendaselbst 20, 632, 1926. 

5 Med. Klin. 1928, Nr. 1/2. 
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aufnahmen der Hinterbeine festgestellt (Med. Poliklinik Wiirzburg'), die 
in 8- bis 14tagigen Zwischenriumen fortlaufend gemacht wurden. Die 
Tiere wurden einzeln in Glésern, mit Torfmull als Streu, im Dunkeln ge- 
halten und wéchentlich zweimal gewogen. Die Versuche wurden wahrend 
der Herbst- und Wintermonate durchgefiihrt. 


Die meisten Tiere wurden zunachst einseitig ernahrt (Diadt 3143) 
und waren nach 14 Tagen deutlich rachitisch (Gehstérungen, Knochen- 
veranderungen im Réntgenbild). Von der dritten Woche an wurden 
daher Zusitze verabreicht und zwar bekam von jedem Wurf je ein 
Tier Rohmilch bzw. Yoghurt bzw. Saya bzw. Kefir und zwar in taglichen 
Mengen von 0,1 g, 0,5 oder 1,0 g. Wenn dabei keine Besserung eintrat, 
wurden jeweils 5 oder 10g gegeben. Auf diese Weise konnten die 
therapeutisch wirksamen Dosen festgestellt werden. Zur Ermittlung 
der prophylaktisch notwendigen Mengen bekam eine andere Reihe von 
Ratten von Anfang an tagliche Zulagen der obigen Praparate. In einigen 
Fallen wurde zum Vergleich bestrahltes Ergosterin (Vigantol) gegeben. 


1. Therapeutische Versuche. Mit 0,1 com Saya konnte nur in zwei 
Fallen (von elf) eine Besserung erzielt werden (Verschwinden der Geh- 
stérungen, Réntgenbild wenig veraéndert). Die andeten Praparate waren 
bei dieser Dosis unwirksam. Mit 0,5 cem Saya oder Yoghurt wurde in 
90 bzw. 80°, der Fille eine Besserung erzielt. mit derselben Menge Roh- 
milch (Wiirzburg) in 50°,, mit Kefir nur in 20°, der Falle. Mit 1 cem Saya 
oder Yoghurt war es in den meisten Fallen méglich, die Rachitissymptome 
voéllig zum Verschwinden zu bringen, mit 1 cem Rohmilch oder Kefir nur 
bei etwa einem Drittel der betreffenden Tiere. Zur Heilung waren bei 
Rohmilch und Kefir meist 5 cem notwendig. Zwei Kontrolltiere konnten 
mit taglichen Gaben von '/,999 mg bestrahltem Ergosterin (Vigantol) in 
314 bzw. 444 Wochen geheilt werden. 

2. Prophylaktische Versuche. Tagliche Dosen von 0,1 cem konnten bei 
keinem Tiere das Auftreten von Rachitis verhindern, doch traten bei Saya 
und Yoghurt die Symptome spaéter und schwacher auf. Bei taglichen Gaben 
von 0,5 cem Saya wurden von sechs Tieren nur zwei, bei 0.5 cem Yoghurt 
von fiinf Tieren nur eins staérker rachitisch. Bei Verabreichung derselben 
Mengen an Rohmilch blieben dagegen von fiinf Tieren nur zwei, bei Kefir 
von fiinf Tieren nur ein Tier ohne starke Rachitiserscheinungen. Bei | ccm 
erkrankte nur je ein mit Kefir und ein mit Rohmilch gefiittertes Tier an 
Rachitis; ein mit Saya gefiittertes Tier starb an Pneumonie, die Sektion 
ergab keine Anhaltspunkte fiir Rachitis. 

In einem spaéteren Versuch wurde noch Weihenstephaner Rohmilch 
im Vergleich mit Wiirzburger Rohmilch auf ihren D-Vitamingehalt geprift. 
Von vier Tieren eines Wurfes erhielten von Anfang an je zwei Tiere auber 
der Diét 3143 taglich 0,5 g Wiirzburger bzw. Weihenstephaner Rohmilch. 
Die beiden Tiere, die Weihenstephaner Milch bekamen, waren nach 4 Wochen 
noch ohne deutliche Rachitissymptome, wihrend die beiden anderen Tiere 
bereits nach 10 Tagen deutlich rachitisch waren. Je ein Tier wurde darauf 


' Herrn Prof. Magnus-Alsleben sei auch an dieser Stelle nochmals 
gedankt. 


19* 
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getétet; die Sektionen bestaétigten die obigen Befunde (s. Abb. 3 und 4). 
Das noch lebende, mit Wiirzburger Milch gefiitterte Tier konnte mit 10 g 
dieser Milch langsam gebessert werden. Zur Heilung waren 2 g notwendig. 





Abb. 3. Abb. 4. 
Ratte Nr.254. Thorax (von vorn). Ratte Nr. 256. Thorax (von vorn). 
Seit 4 Wochen Dist 3143 + tgl Seit 4 Wochen Diét 3143 + tgl. 05g 
0,5 g stidbayer. (Weihenstephaner) frinkische (Wiirzburger) Rohmilch. 
Rohmilch. Keine deutlichen Knorpel-Knochen-Grenze stark verdickt, 
Rachitissymptome. Wirbelséule deformiert 


Als Beleg seien die Versuchsprotokolle eines Wurfes sowie ent- 
sprechende Réntgenbilder beigefiigt : 


Versuch 9, Wurf ..P‘‘, acht Tiere, Versuchsdauer 70 Tage. 





ae ‘ponte ae 7 — o Erscheinungen 
Nr. g wots: 
216 Q 41,2 Keine Nach 14 Tagen rachitisch % 
0,t cem Rohmilch . 14  , ~~ unverandert 
(Wirzburger) 
0.5 eem Rohmilch —— aa _ (Abb. 5) 
isn. ? , 14 ,  Besserung (Abb. 6) i 
9 Tage spater tot (Narkosetod) . 
202 o 43,2 Keine Nach 14 Tagen rachitisch (Abb. 7) F 
0,lcem Saya ~ 14  , unverandert 3 
05 , a » 14  ,  Besserung (Abb. 8) 
<a - » 14. , ~ geheilt (Abb. 9) : 
217 2 39,5 Keine Nach 14 Tagen rachitisch 
0,leem Kefir » 14  ., ~ unverandert 
| a ‘ ce ae ” (Abb. 10) 
i” a , 14  , ~~ leichte Besserung 
3 Tage spater tot (Abb. 11) 
208 2 42.5 Keine Nach 14 Tagen rachitisch (Abb. 12) 
0,1 cem Yoghurt » 14 ,  unverandert 
os . es » 14, Besserung (Abb. 13) 
in’. = oe. weitere Besserung 


12 Tage spater praktisch geheilt (Abb. 14) 





ie 
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Anfangs- 
Ratte gewicht 
Nr. g 


218 0 40,2 


2239 431 


227 9 39.8 





Abb. 5. Ratte Nr. 216 


5 Abb. 8. 


Abb. 11 





Ratte Nr. 202 


Ratte Nr. 217. Abb 


Tagliche Zugabe zur 
Kost 3143 


Von Anfang an 
0,leem Rohmilch 
(Wirzburger) 
Von Anfang an 
0,5cem Rohmilch 
(Wirzburger) 


Von Anfang an 
0,l cem Saya 


Von Anfang an 
0,5 eem Saya 


Abb. 6. 


Abb. 9. 


9 





Ratte Nr. 216 Abb. 7 





Ratte Nr. 202 Abb. 10 


Ratte Nr. 208. Abb. 13 


Erscheinungen 


Nach 3 Wochen rachitisch, Symptome 
werden in den folgenden Wochen 
starker, tot nach 2 Monaten ( Abb. 15) 

Nach 3 Wochen rachitisch, bessert sich 
nach 30 Tagen, wurde getétet, starke 
Verdickung der Knorpel-Knochen- 
Grenzen, Deformitat der Wirbelsaule 
(Abb. 16) 

Nach 3 Wochen leicht rachitisch ( Abb. 17), 
bessert sich in den folgenden Wochen 
(Abb. 18), tiberlebt 2 Monate 

Bleibt ohne deutliche Rachitismerkmale, 
nach Z Monaten getétet, Sektions- 
befund normal (Abb. 19) 





Ratte Nr. 202 





LJ 


Ratte Nr. 217 





Ratte Nr. 208 
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Abb. 14. Ratte Nr. 208 Abb. 15. Ratte Nr. 218 Abb. 16. Ratte Nr. 223 





Abb. 17. Ratte Nr. 227. Abb. 18. Ratte Nr. 227. Abb. 19. Ratte Nr. 224 


Zusammenstellung der Ergebnisse tiber D-Vitamin. 

Die Versuche ergaben, da man sowohl mit Rohmilch, wie mit 
Kefir, Yoghurt und Saya experimentelle Rattenrachitis heilen kann, 
und zwar entsprechen 0,5 bis 1 g Saya bzw. siidbayerische (Weihen- 
stephaner) Rohmilch, oder 0,8 bis 2 g Yoghurt, oder 1 bis 5g Kefir 
bzw. Wirzburger Rohmilch in ihrer antirachitischen Wirkung etwa 
| 000 Mg bestrahltem Ergosterin (Vigantol). 

Der Vitamin-D-Gehalt von Kefir ist gegeniiber der Rohmilch, aus 
welcher er hergestellt wurde, nicht wesentlich vermindert, jener von 
Yoghurt dagegen etwas erhéht. Letzteres ist wahrscheinlich auf den 
héheren Fettgehalt zuriickzufiihren (wie bei A-Vitamin). Weihen- 
stephaner Milch erwies sich auch hinsichtlich des D-Vitamins der Wiirz- 
burger Milch tiberlegen, der D-Vitamingehalt war et wa 20 bis 25°, héher. 
Bei der Herstellung von Saya treten keine Verluste an D-Vitamin ein, 
die antirachitische Wirksamkeit dieses Praparats entsprach der Roh- 
milch, aus welcher es gewonnen wurde. 


II. Gehalt der Sauermilchpriparate an den wasserléslichen Vitaminen B und €. 


1. B-Vitamin. 


Die Versuche von Funk (1912) haben zum erstenmal den Nach- 
weis erbracht, daB die Milch B-Vitamin enthalt. Die Sauermilch- 
praparate sind jedoch hinsichtlich des B-Vitamins bisher noch nicht 
gepriift worden. 





SH We ahr fac: 
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Hier sollen nur einige Arbeiten angefiihrt werden, die in naherer Be- 
ziehung zum obigen Thema stehen. Wie bei den iibrigen Vitaminen werden 
auch hier fiir die Milchmengen, welche den Bedarf an B-Vitamin bei be- 
stimmten Tieren decken kénnen, auBerordentlich verschiedene Werte 
angegeben. Die meisten alteren Versuche wurden an Vdégeln (Hiihnern 
und Tauben) durchgefiihrt. In den letzten Jahren ist man aber. vor allem 
in Amerika, mehr dazu iibergegangen, B-Vitaminpriifungen an Ratten 
durchzufiihren, wobei der Hauptwert auf die Gewichtsverainderungen 
gelegt wird. Dies hat sich auch bei uns gut bewahrt. Fiir die Beurteilung 
der Versuche an Végeln, die mit poliertem Reis gefiittert wurden, ist wichtig, 
daB dabei auch A-Vitamin und andere wertvolle Nahrstoffe fehlen. Ferner 
zeigte Dutcher’, da8 Thyroxin, salzsaures Pilocarpin und andere Stoffe 
die Polyneuritis bei Tauben heilen kénnen, so daB ein Heilungseffekt noch 
kein Beweis dafiir ist, daB das betreffende Praparat wirklich B-Vitamin 
enthalt. 

Nach Cooper sind bei Végeln taglich iiber 35g Kuhmilch notwendig, 
um Beriberi zu verhindern. Johnstone und Hooper? geben fiir Tauben 
75 cem Magermilch an. Reyher® stellte fest. daB Berliner Milch nicht ge- 
riigend B-Vitamin enthalt,. um Tauben vor Beriberi zu schiitzen. Die 
Versuchstiere nahmen taglich durchschnittlich 14 bis 51g Mileh auf und 
erkrankten trotzdem zum allergré6Sten Teile an Beriberi. Hopkins* brauchte 
als Zulage zu seiner synthetischen Nahrung 2 cem Frischmilch, Osborne 
und Mendel mindestens 10 cem, um sie vollwertig zu machen. Nach 
Outhous und A.* decken 20 bis 25 cem frischer roher Kuhmilch den Bedarf 
an B-Vitamin bei Ratten. Nach Kennedy und Dutcher® sind 10 cem von 
den besten Milchproben ausreichend, um den Bedarf wachsender Ratten 
sowohl an A- als an B-Vitamin zu decken. 5ccm waren ungeniigend. Nach 
vitaminarmer Fiitterung der Kiihe reichten jedoch 15 cem nicht aus. Steen- 
bock, Sell und Nelson? benétigten 15ecem Milch pro Tag fiir Ratten. 
W. Stepp® gibt an, daB von Sommermilch (Junifiitterung) 50°, nétig sind, 
um ein Nahrungsgemisch vollwertig zu machen, bei Winterfiitterung ist 
der Gehalt der Milch an B-Vitaminsehr gering. Die neuerdings angenommenen 
zwei Komponenten des B-Vitamins sind nicht gleichmaBig in der Kuhmilech 
vertreten. Diese soll reich an dem Antipellagrafaktor ,,G** und relativ arm 
an dem antineuritischen Faktor .,F* sein’. 

Zur Priifung des B-Vitamingehalts von Rohmilch, Yoghurt, Kefir 
und Saya habe ich im Frihjahr 1929 Versuche’ an Tauben, im 
Sommer 1929 solche an Ratten durchgefihrt. 


A. Versuche an Tauben. 


Methodik. Es wurden im ganzen 21 Tauben mit durchschnittlichem 
Gewicht von 300g mit einem B-vitaminfreien Futterbrei ernahrt, der 


1 Zitiert nach Mc Collum, Neue Ernahrungslehre 1928, 8S. 221. 
Ebendaselbst 1928, S. 226. 

Arch. f. Kinderheilkde. 84, 55, 1928. 
Biochem. Journ. 16, 363, 1922. 
Journ. of biol. Chem. 73, 203, 1927. 
Ebendaselbst 50, 4339, 1922. 

Agric. Science: 54, 117, 1921. 
Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. v Bethe u. A. 5, 1240, 1928. 
Journ. of biol. Chem. 79, 733, 1929. 
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tauve UAntall 
raahe — Datum Art der Therapie Ergebnis 
Nr. Tagen 
8 26 16. 111. 3mal 10g Rohmilch | Keine Besserung, am nichsten 
Tag tot 
2 29 9.1V. 2mal 10g Rohmilch | Keine Besserung, am _ niachsten 
Tag schlechter 
10. IV. 3mal 10g a Besserung, 3 Tage lang dieselbe 
Menge, nach Aussetzen wieder 
Krampfe, mit obiger Menge 
jetzt keine Besserung mehr, 
Taube starb 
6 36 20.111. mal 10g Kefir | Zunachst leichte Besserung, am 
nachsten Tag schlechter 
21. Ill. 3mal 10g, Geheilt, nach 3 Tagen neuer Anfall 
12 25 18.111. 3mal 10g Kefir Nach 5Stunden Besserung, am 
nichsten Tag gut 
19.111. 4mal 10g, Abends leichte Krampfe, mit Brot 
und Eigelb Besserung, aber 
nach 2 Tagen tot 
5 32 16.111. 1mal 10g Yoghurt Unverindert, leichte Anfille 
17. 11I.| 3mal 10¢ Keine Besserung 
18. 111. 5mal 10g e Krampfe lassen nach, trotzdem 
am nachsten Tage tot 
3 28 8.1V. 3mal 10g Yoghurt Keine Besserung 
9. IV. 5mal 10g Besserung 
10. IV. 5mal 10¢ Besserung, aber am _  niachsten 
Tag tot 
21 38 20. IV. 3 mal 10g Saya Heilung, normale Flugbewegungen 
21. IV. 2mal 10g , Gesund 
22. IV. Imal 10g , Gesund, in den folgenden 10 Tagen 
ohne Krankheitserscheinungen. 
nur das Gewicht beginnt wieder 
zu fallen 
10 25 16. IIT. 2 mal 10g Saya Nach 1/, Stunde anscheinend ge- 
heilt, am nachsten Morgen 
wieder Anfall 
17. III. 2mal 10g , Besserung, Wirkung schwiacher 
als am Vortage 
18. III. 3mal 10g , Keine Anfille, aber sehr apathisch, 


am nachsten Morgen tot 


folgendermaBen zusammengesetzt war: 100 Teile extrahierter, granulierter 


Reis, 4 Teile Réhmannsche Salzmischung und 145 Teile Wasser. 
bekamen die Tiere téglich zweimal je 45 ccm mit der Kropfspritze. 


Davon 


Die 


Tauben wurden jeden zweiten Tag vor dem Fiittern gewogen. 


Alle Tiere begannen schon nach 3 bis 6 Tagen an Gewicht ab- 
zunehmen und wurden im Laufe von mehreren Wochen zunehmend 
apathisch. Sie stellten die Federn, zitterten hiufig am ganzen Korper, 
bekamen Durchfall, die\Stiihle waren gelbgriin gefarbt. 
die Geh- und Flugfahigkeit beeintrachtigt, die Beine knickten ein und 


Dann wurde 
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die Zehen waren auffallend gespreizt. Bei 11 von 21 Tieren traten im 
weiteren Verlauf spastische Erscheinungen auf, die schlieBlich zu dem 
typischen Krampfzustand fiihrten. Die Krampfe wurden immer heftiger, 
hielten immer langer an und die Tauben starben, wenn sie nicht behandelt 
wurden durchschnittlich 30 Tage nach Versuchsbeginn. 

Bei den iibrigen 10 Tauben konnten keine Krampfe beobachtet 
werden. Die Tiere nahmen immer mehr an Gewicht ab, wurden elender 
und schwacher, allmahlich traten Lahmungserscheinungen auf und 
nach durchschnittlich 40 bis 60 Tagen (vom Beginn des Versuchs) 
gingen sie zugrunde, wenn nicht zuvor ein B-haltiges Praparat verab- 
reicht wurde. Die Gewichtsverluste betrugen durchschnittlich 38°, 
der Anfangsgewichte. 

1. Heilungsversuche bei Tauben im Krampjstadium. Die Tauben er- 
hielten, sobald der typische Beriberianfall beobachtet wurde, mehrmals 
je 10g eines der obigen Milchpraéparate in etwa halbstiindigem Abstand. 
Die einzelnen Versuche sind in der Tabelle auf der vorigen Seite zu- 
sammengestellt. 

Die Versuche haben somit gezeigt, daB man mit 20 bis 30 g Saya, 
mit 30 g Kefir oder Rohmilch und mit etwa 50 g Yoghurt unter Um- 
standen einen akuten Beriberianfall bei Tauben heilen bzw. wesentlich 
bessern kann. 

2. Heilungsversuche bei Tauben mit vorwiegenden Lahmungserscheinungen 
(paralytische Form der Polineuritis). Nachdem die Tiere ihre normale 
Bewegungsfahigkeit eingebiBt und an Gewicht stark abgenommen hatten, 
wurden taglich 20 bis 40 g der obigen Préparate in Dosen von jeweils 10 g 
verabreicht. Die einzelnen Falle sind in der folgenden Tabelle kurz zu- 
sammengestellt : 





Taube Ergebnis bei Verabreichung von 
Priiparat ee te bei 

Nr. 20 g tiglich 30 g tiglich 40 g taglich 
Rohmileh 14s Keine deutliche Wirkung Besserung Besserung 
20 Keine Wirkung Wirkung fraglich Besserung 
Kefir . . 9 Keine deutliche Wirkung Wirkung fraglich Heilung 
15 = Keine deutliche Wirkung Besserung Besserung 
Yoghurt 7 Keine Wirkung Wirkung fraglich Besserung 

16 Keine Wirkung Keine Wirkung, 

tot nach 13 Tagen 
Saya .. 13 Besserung Besserung Heilung 
19 | Keine deutliche Wirkung Besserung Heilung 


20 g der Praparate vermochten also nur in einem Falle (Taube 
Nr. 13, Saya) den Krankheitsverlauf der betreffenden Taube giinstig 
zu beeinflussen. Mit 30 g Rohmilch, Kefir oder Saya, sowie mit 40 g 
Yoghurt konnte dagegen eine deutliche Besserung erzielt werden, mit 
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40 g Saya wurden die betreffenden Tauben in beiden Fallen, mit 40 ¢ 
Kefir in einem Falle geheilt (Geh- und Flugbewegungen, FreBlust usw. 
wieder normal). Bei einer taglichen Zugabe von 0,8 g Hevitan, einem 

hochwirksamen Hefepraparat, ver- 
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Abb. 20. Gewichtskurven einiger Tauben. Abb. 21. Warf .U*. 


B. Versuche an Ratten. 


Methodik. Die Versuche wurden an fiinf Wiirfen wei8er, junger Ratten 
mit einem Anfangsgewicht von durchschnittlich 40g ausgefiihrt. Als 
B-vitaminfreie Nahrung verwendeten wir die von Mc Collum vielbenutzte 
Mischung': Casein 18 Teile, Salzmischung Nr. 185 3,7 Teile, Agar-Agar 
2 Teile, Dextrin 71,3 Teile, Butterfett 5 Teile. Die Tiere wurden einzeln 
in Glasern (mit Drahteinsétzen) gehalten und jeden dritten Tag gewogen. 
Bei zwei Wiirfen wurden von Anfang an bestimmte Mengen der obigen 
Milchpréparate zur B-freien Kost zugegeben und diese Mengen langsam 
herabgesetzt, bis Gewichtsstillstand bzw. leichte -abnahme eintrat (siehe 
Abb. 21, Wurf ,,U‘‘). Die Tiere der iibrigen Wiirfe wurden zunachst 3 bis 
4 Wochen B-frei ernéhrt, bis Gewichtsabfall und deutliche Krankheits 
symptome eintraten, und dann erst erhielten sie verschiedene Mengen der 
obigen Praparate. 


Dabei zeigte sich, daB die Tiere gesund bleiben und die Gewichts- 
kurven weiterhin ansteigen, wenn man von Anfang an tdglich 5 oder 10 q 


‘ 
' Zitiert nach Stepp, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. v. Bethe u. A. 
5, 1205, 1928. 
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Rohmilch, Kefir, Yoghurt oder Saya zur B-freien Kost gibt. Z. B. betrugen 
die Gewichtszunahmen der Tiere des Wurfes ,,U‘‘ in 24 Tagen: 





Rohmileh Kefir Yoghurt Saya 
g g g g 
Gewichtszunahme bei tag- 
licher Gabe von 5g. . 18 6 20 42 
Gewichtszunahme bei tag- 
licher Gabe von 10g . 38 46 40 64 


Geht man auf 2 g taglichen Zusatz herab, so sistiert das Wachstum. 
Die Gewichte blieben bei Saya 9 Wochen lang im wesentlichen unveraéndert, 
bei den tibrigen Praéparaten nahmen sie langsam ab, etwas rascher bei 
Yoghurt. Erhéhte man dann die tagliche Zusatzmenge wieder auf 5 g, so 
stiegen bei Saya und Rohmilch die Gewichtskurven wieder an, wahrend 
sie bei Kefir horizontal verliefen und bei Yoghurt weiter fielen. 

Gibt man den Tieren von Anfang an taglich 5 g der obigen Praéparate 
einige Monate lang, so bleiben sie im allgemeinen gesund, aber die Gewichts- 
zunaéhmen sind doch wesentlich geringer als bei normalem Wachstum 
(z. B. bei einem mit Hefe als Zusatz gefiittertem Tiere) (Wurf ,,V‘*). 

Die Ratten der iibrigen Wiirfe erhielten zunaéchst ausschlieBlich B-freve 
Kost, und erst nachdem gréS8ere Gewichtsverluste eingetreten waren und 
deutliche ataktische und spastische Symptome beobachtet werden konnten, 
wurden tagliche Zulagen von 5 bzw. 10g der obigen Priéparate gegeben. 
Ohne diese Zulagen starben die Ratten (Kontrolltiere) nach 26 bis 40 Tagen. 
Bei 10 g (Wurf ,, Y‘‘) erholten sich alle Tiere wieder und entwickelten sich 
normal. Bei 5g starben verschiedene Tiere (Wurf ,,Y** und ,,W“‘), trotz 
anfanglicher Gewichtszunahme an Infektionen (Gastroenteritis, Pheumonie). 
Der Rest blieb &uBerlich gesund, aber das Wachstum blieb doch hinter dem 
normal ernaéhrter Tiere zuriick, vor allem bei Yoghurtzusatz. Bei Verab- 
reichung von nur 3g trat Gewichtsstillstand bzw. -abnahme ein. 


Die Versuche haben somit ergeben, daB man junge, gut genadhrte 
Ratten mit 2 g Saya und mit 3 g der tibrigen Praparate auf konstanten 
Gewichten halten kann, wenn sie auBerdem nur die obige B-freie Kost 
erhalten. . 


Zusammenstellung der Ergebnisse itiber B-Vitamin. 


Der Gehalt von Rohmilch, Yoghurt, Kefir und Saya an B-Vitamin 
reicht aus, um einen akuten Beriberianfall bei Tauben zu heilen oder 
wesentlich zu bessern. Bei weiteren Anfillen versagen allerdings obige 
Praparate vielfach. Tauben, die an der paralytischen Form der Poli- 
neuritis erkrankt sind, kann man mit Saya, und unter Umstanden mit 
Kefir heilen, mit Rohmilch und Yoghurt wesentlich bessern. Ebenso 
gelingt es durch taglichen Zusatz von etwa 10g Sava cder 10 bis 
20 g der tibrigen Priparate (Sommermilch) zu B-Vitamin freier Kost, 
diese fiir junge Ratten vollwertig zu machen und an B-Vitaminmangel 
erkrankte Tiere zu heilen. 
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Die Versuche an Tauben wie an Ratten haben iibereinstimmend 
ergeben, daB Saya am reichsten, Yoghurt am armsten an B-Vitamin 
ist, Kefir und Rohmilch dazwischen einzureihen sind. Fiir den héheren 
B-Vitamingehalt bei der Sayamilch ist deren Herkunft (siidbayerische 
Milch) mit von Bedeutung. Yoghurt verliert durch das Eindampfen 
der Milch bei seiner Herstellung einen Teil des B-Vitamingehalts der 
Rohmilch. 

2. C-Vitamin. 

Uber den C-Vitamingehalt der Rohmilch liegt eine umfangreiche 
Literatur vor. Die angegebenen Werte differieren aber ebenso stark 
wie bei den anderen Vitaminarten. Die obigen Sauermilchpraparate 
sind bisher hinsichtlich des C-Vitamins noch nicht gepriift worden. 


Nach Funk' hat der Zusatz von 25 ccm Milch zur C-freien Kost (Meer- 
schweinchen, Wasser und Hafer) eine bedeutende Aufschiebung der Skorbut- 
symptome zur Folge, bei 50 cem Milch bleiben diese noch nach 50 Tagen 
aus und einige Tiere nehmen sogar an Gewicht zu. Chick, Hume und 
Skelton? fanden, daB erst 150 cem Milch mit Sicherheit Meerschweinchen 
vor Skorbut schiitzen, 50 bis 100 cem geniigen nicht in allen Fallen, bei 
weniger als 50 ccm tritt stets Skorbut auf. Nach Jephcott und Bacharach * 
genugen 26ccm Rohmilch pro 100g Meerschweinchen, um Skorbut zu 
verhiiten. Stepp‘ gibt an, daB Wintermilch C-Vitaminfrei ist, von einer 
Milch bei Junifiitterung 50% nétig sind und von einer mit Milchséure- 
bazillen geséuerten Milch 20° geniigen, um eine Nahrung vollwertig zu 
machen. 


Die folgenden Versuche wurden im Herbst und Winter mit Roh- 
milch (Wiirzburg), Yoghurt, Kefir und Saya an Meerschweinchen durch- 
gefiihrt. 


Methodik. Es kamen nur junge, etwa 300 g schwere Meerschweinchen 
zur Verwendung. Alle Tiere waren mannlich, da ich bei friiheren Versuchen 
(Sommer 1928) die Beobachtung machte, daB weibliche Tiere vielfach 
friiher an Skorbutt erkranken als ménnliche und deshalb nicht ohne weiteres 
mit einander verglichen werden diirfen. Stammesunterschiede scheinen 
dagegen bei Meerschweinchen keine so groBe Rolle zu spielen wie bei Ratten 
(A-, B- und D-Versuche), dagegen ist das Alter der Tiere von groBer Be- 
deutung. Ausgewachsene Tiere starben bei C-freier Kost (friihere Versuche) 
erst nach 50 bis 60 Tagen, wahrend junge Tiere bei derselben Nahrung 
schon nach 20 bis 30 Tagen eingingen. 

Die Tiere wurden zunachst 9 Tage lang ausschlieBlich mit Hafer, der 
12 Stunden auf 120°C erhitzt worden war und 50g sterilisierter Milch 
ernéhrt. (Das Verabreichen der Milch mit Kleie, wie es Holst und Fréhlich 
taten, hat sich mir nicht bewahrt. Die Meerschweinchen haben ohne Kleie 
wesentlich mehr Milch aufgenommen). Die Folge war stets ein starker 


1 Die Vitamine 1924, S. 224. { 

2 Biochem. Journ. 12, 131, 1918. 

3 Ebendaselbst 15, 129, 1921. 

* Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. v. Bethe u. A. 5, 1249, 1928. 
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Gewichtsverlust. Im iibrigen fiel nur bei etwa 20°, der Tiere auf, daB 
sie ruhiger wurden, anscheinend Gelenkschmerzen hatten. Vom neunten 
Tage an wurde ausgenommen bei den Kontrolltieren die sterilisierte 
Milch durch bestimmte Mengen eines der obigen Milchpraéparate ersetzt. 
Die aufgenommenen Mengen wurden taglich, die Tiergewichte jeden zweiten 
Tag bestimmt und in Kurven aufgezeichnet. Zum Vergleich wurde ein Tier 
mit Wirsing (neben Hafer) gefiittert 

Die Kontrolltiere (nur Hafer und sterilisierte Milch), bei welchen 
sich bereits in der zweiten Woche Skorbutzeichen entwickelt haben 
(Gehstérungen an den Hinterbeinen, Gelenkschwellungen) starben in 
der dritten oder vierten Woche, nachdem sie etwa !/, ihres Gewichts 
verloren hatten. 

Wurde statt sterilisierter Milch Kefir gegeben, so veranderte sich 
das Bild nicht wesentlich. Zwar stieg das Gewicht der Tiere in den 
ersten Tagen mehr oder weniger, es fiel aber bald wieder ab, und es 
kam unter denselben Erscheinungen wie bei den Kontrolltieren zum 
Exitus, nur 8 bis 14 Tage spater. Die gréBte pro Tag aufgenommene 
Menge Kefir war 75 g. l 

Die Meerschweinchen, welche 75 g Yoghurt neben Hafer erhielten, 
lebten nach 3 Monaten noch, aber sie nahmen an Gewicht ab und 
zeigten zum Teil deutliche Skorbutsymptome. Neben Gelenkschwel- 
lungen, Gehstérungen, geringer FreBlust usw. konnte in einem Falle 
(Nr. 820) die von Englandern beschriebene ,,scurvy face-ache position“ 
beobachtet werden. Bei diesem Tiere gelang es, die tagliche Yoghurt- 
aufnahme auf 100 g zu steigern, worauf Besserung eintrat. 75 g Yoghurt 
reichen somit nicht aus, um Meerschweinchen monatelang gesund und 
ohne Gewichtsverlust zu erhalten, geniigen aber, um sie 100 Tage 
iiberleben zu lassen. 

Mit 75 g Rohmilch war es ebenfalls méglich, die Tiere iber 3 Monate 
am Leben zu erhalten, jedoch ohne nennenswertes Wachstum. Die 
Gewichtskurven stiegen zwar in den ersten 2 Monaten, fielen aber dann 
wieder auf ihre alten Werte. Bei 70 g Rohmilch starb von zwei Tieren 
das eine (das andere war leicht krank), bei kleineren Mengen gingen 
alle Tiere zugrunde. 75g Rohmilch war die Mindestmenge, um Meer- 
schweinchen, die sonst nur Hafer bekamen, auf konstantem Gewicht 
zu halten. GréBere Mengen haben die Tiere nicht aufgenommen. 

Bei Ersatz der sterilisierten Milch durch Saya gelang es, mit 60 g 
die Meerschweinchen bei annahernd normalem Wachstum und vdollig 
ohne Krankheitserscheinungen zu halten. Ein Tier (Nr. 806) starb 
nach 21, Monaten an Pneumonie und wies bei der Sektion keinerlei 
Skorbutmerkmale auf. Mit 40g Saya war die Gewichtszunahme ge- 
ringer, aber die Versuchstiere blieben gesund. 


Zum Vergleich bekam ein Meerschweinchen (Nr. 816) neben Hafer 
einige Gramm lufttrockenen Wirsingkohl. Dabei ergab sich, dab 








294 K. A. Forster: 


mindestens 2 bis 3 g davon taglich notwendig sind, damit das Tier bei 
konstantem Gewicht und gesund bleibt, und mindestens 5g, um normales 
Wachstum zu erzielen. 

Die Abb. 22 veranschaulicht das Wachstum einiger Versuchstiere 
bei taglichen Zulagen von 60 bis 75 g zur reinen Haferkost. Die ge- 
strichelten Linien bedeuten C-freie Nahrung, die ausgezogenen Linien 
zeigen den Gewichtsverlauf bei Aufnahme des nebenstehenden Praparats 
in der angefiihrten Menge. 
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Abb. 22. 
Gewichtskurven. (Meerschweinchen.) — — — C-freié Kost. 


Da die verwendete Sayamilch aus Siidbayern stammte, wurde 
noch ein Versuch mit Rohmilch gleicher Herkunft angeschlossen. Ein 
Meerschweinchen, welches 40g dieser Rohmilch als tagliche Zulage 
zur C-vitaminfreien Kost erhielt, starb nach 3 Wochen an Skorbut, 
ein zweites mit 60 g Zulage tiberlebte 3 Monate, war aber leicht krank 
und nahm an Gewicht nicht zu. Zwei weitere Tiere mit taglich 75 g 
Zulage waren nach 3 Monaten noch gesund und zeigten normales 
Wachstum. 
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In der folgenden Tabelle werden die untersuchten Milchpraparate 
in bezug auf ihren C-Vitamingehalt miteinander verglichen: 





Tagliche Mindestmenge, um Tiagliche Mindest- 
Meerschweinchen iiber3 Monate menge, um 
Priiparat auf konstantem Gewicht normales Wachstum 
zu halten zu erzielen 
£ - 
ES ae en ee ee ae 75g nicht ausreichend ° 
ae iG oe as te. “Lg 100 = 
Wirzburger Rohmileh ... . 75 
Siidbayerische Rohmilch. . . . 60 75 
ee a eee eee 40 60 
i ee eer 2—5 10—20 


* Es wire wesentlich mehr notwendig, als die Tiere aufnehmen kénnen. 


Zusammenstellung der Ergebnisse iiber C-Vitamin. 

Es gelingt nicht, junge Meerschweinchen mit Wiirzburger Winter- 
milch bei normaler Entwicklung zu halten, wenn sie auBerdem nur 
Hafer bekommen. Die von den Tieren maximal aufgenommene Milch- 
menge (75 bis 100g pro die) reicht gerade aus, um sie einige Monate 
am Leben und einigermaBben auf konstantem Gewicht zu halten, ver- 
hindert aber nicht das Auftreten von Skorbut. Mit taglich 75 ccm 
siidbaverischer Rohmilch gelingt es dagegen, C-vitaminfreie Nahrung 
fiir junge Meerschweinchen vollwertig zu machen. Dieselbe Wirkung 
haben 60 g aus solcher Milch hergestellte Saya. Mit 40 g Saya taglich 
iiberlebten die Tiere 3 Monate. Auch hier ist, ihnlich wie bei A- Vitamin, 
eine Neubildung von Vitamin wahrend der Sayagérung anzunehmen. 
Durch den HerstellungsprozeB wird bei Yoghurt der C-Faktor der 
Rohmilch herabgesetzt, ist aber immer noch héher als bei Kefir, bei 
dessen Zubereitung das C-Vitamin gréBtenteils zerstért wird. 


Besprechung des Gesamtergebnisses. 
Aus der Priifung der Sauermilchpraparate Yoghurt, Kefir und 
Sava sowie frankischer und siidbayerischer Rohmilch auf ihren Gehalt 
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an A-, B-, C- und D-Vitamin ergibt sich ein annéherndes Bild iiber das 
GréBenverhaltnis der Vitaminwerte. In der vorstehenden Tabelle bedeuten 
die angefiihrten Zahlen die Prozente der taglichen Gesamtnahrung, 
welche von den betreffenden Milchpréparaten mindestens nétig sind, 
um die Versuchstiere iiber 1/, Jahr ohne schwerere Krankheitserschei- 
nungen und ohne Gewichtsabnahme am Leben zu erhalten. 


Ein anschaulicheres Bild der obigen Zahlenwerte bekommt man, 
wenn man, wie in der Abb. 23, die reziproken Werte der obigen Zahlen 
in Form von Saulen darstellt. Die Héhen dieser Saulen stellen den 
relativen Vitamingehalt der angegebenen Praparate dar. 
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Versuchstiere: Ratten fatten Meersthweinchen fatten 


Abb. 23. 
Schematische Darstellung des Vitamingehaltes der untersuchten Milchpraparate. 


Es bestehen somit recht betrachtliche Unterschiede zwischen den 
untersuchten Milchpraparaten in bezug auf alle vier gepriiften Vitamin- 
faktoren A, B, C und D. 


Da bei der Herstellung von Yoghurt und Kefir die Milch unter 
Luftzutritt erhitzt wird, so sind Vitaminverluste verstandlich, vor 
allem hinsichtlich des gegen Temperatur und Oxydation empfindlichen 
faktors C und des leicht oxydablen Faktors A. Wenn trotzdem 
Yoghurt einen héheren Gehalt an A- und D-Vitamin besitzt als Roh- 
milch, so hangt dies u. a. damit zusammen, daB die Milch bei der Her- 
stellung von Yoghurt eingedampft und dabei fettreicher wird. Da 
der Gehalt der Sayamilch an C- und vor allem an A-Vitamin wesentlich 
héher ist als der von Rohmilch, aus welcher sie hergestellt wurde, so 
muB8 auf eine Neubildung dieser Vitamire wahrend des Garungsprozesses 
geschlossen werden. Vielleicht spielen sich hier ahnliche Vorgange ab 
wie bei der Synthese von B-Vitamin durch Mikroorganismen. 
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Zusammenfassung. 

Die Sauermilchpraparate Yoghurt, Kefir und Saya wurden auf 
ihren Gehalt an A-, B-, C- und D-Vitamin gepriift und mit frischer 
Rohmilch verglichen. Dabei ergab sich: 

1. Yoghurt ist reicher an den fettléslichen Vitaminen A und D, 
jedoch armer an den wasserléslichen Vitaminen B und C als die zur 
Herstellung verwendete Rohmilch. 

2. Kefir ist armer an Vitamin A, C und D als die zu seiner Be- 
reitung verwendete Rohmilch. Hinsichtlich des B-Vitamins besteht 
kein erheblicher Unterschied. 

3. Saya hat einen wesentlich héheren Gehalt an Vitamin A (etwa 
das Doppelte) und an Vitamin C (etwa um ein Drittel mehr) als die 
Rohmilch, aus welcher sie hergesteilt wurde. Der Gehalt an B- und 
D-Vitamin ist etwa der gleiche. 

Die Sayamilch nimmt somit eine Sonderstellung unter den Sauer- 
milchpraparaten ein. Wahrend der Vitamingehalt; von Yoghurt und 
Kefir wesentlich geringer ist als der Vitamingehalt der zu ihrer Her- 
stellung verwendeten Rohmilch, bleiben bei der Bereitung von Saya 
alle Vitamine erhalten. Dies ist wohl auf die Verarbeitung der Milch 
unter SauerstoffabschluB bei niederen Temperaturen, sowie auf die 
starke Saiurebildung zuriickzufiihren. AuBerdem steigt aber der Ge- 
halt an C- und vor allem an A-Vitamin wahrend des Gairungsprozesses 
erheblich an. Diese Neubildung von A- und C-Vitamin ist auf die 
Bakterientatigkeit bei der Herstellung von Saya zuriickzufiihren. Die 
spezifische Bakterienflora (Strept. lact., citrovor. und paracitrovor. und 
Bac. acid. lact.) bewirkt eine viel weitergehende Spaltung des Caseins 
und damit einen anderen Ablauf dieser Prozesse als bei den iibrigen 
Sauermilchpraparaten. Die Untersuchungen liefern einen Beitrag fiir 
die ernahrungsphysiologische Bedeutung der Mikroorganismen fiir die 
Neubildung von Vitaminen. 


Nachtrag: Seel (Zeitschr. f. Fleisch- u. Milchhygiene 40, 294, 1930) 
konnte ebenfalls rachitische Ratten mit Sayamilch heilen bzw. im Pro- 
phylaxeversuch den Ausbruch von Rachitis verhindern. 








Uber die spezifische Wirkung von Metallsalzen auf die Urease 
der Amoebocyten von Limulus. 


Von 


Leo Loeb und I. Lorberblatt. 


(Aus dem Pathologischen Laboratorium der Washington University Schoo! 
of Medicine, St. Louis, Mo.) 


(Bingegangen am 15. April 1931.) 


Vor mehreren Jahren fanden wir bei der Untersuchung von experi- 
mentell erzeugtem Amoebocytengewebe von Limulus in Gewebs- 
kultur (1), das nach Zusatz von Harnstoff zu dem Kulturmedium der py 
in dem letzteren stark anstieg. Unsere Vermutung, daB dies durch 
das Vorhandensein von Urease in den Amoebocyten, die den Harnstoff 
in Ammoniumecarbonat umwandeln, verursacht werde, bestatigte sich 
bei Versuchen, in denen wir Extrakte der Amoebocyten herstellten 
und ihre Wirksamkeit auf Harnstoff quantitativ priiften. Bei diesen 
Untersuchungen zeigte es sich, daf Urease nicht nur in den Blut- 
lymphzellen der Amoebocyten, sondern auch im Blutserum, im Muskel 
und sogar in den unbefruchteten Eiern von Limulus, aber nicht in 
einem anderen Arthropoden, dem Hummer, vorhanden war. Als wir 
dann die Wirksamkeit verschiedener Salze als Extraktionsmittel fiir 
die Urease priiften, fanden wir, daB diese sich hierin sehr verschieden 
verhielten und daB diese Unterschiede hauptsiachlich auf der ver- 
schiedenen Wirkung der betreffenden Metalle beruhten. Ca-, Ba- und 
Sr-Salze waren bei weitem am wirksamsten, wahrend Na- und K-Salze 
eine auBerordentlich schwache Wirksamkeit besaBen. Mg-Salze standen 
zwischen beiden, aber waren etwas naher den Na- und K- als den Ca-, 
Ba- und Sr-Salzen. Mn stand ungefahr in der Mitte zwischen Mg und Na. 
Die Salze der schweren Metalle, wie Cu und Zn, waren fast wirkungs- 
los. Von dieser spezifischen Wirkung der Metalle konnte eine andere 
unterschieden werden, in der die Reihenfolge der Metalle eine andere 
wer; hier stieg die schadliche W kung mit der Valenz der Metalle. So 
war z. B. unter diesen Bedingungen Ca viel schadlicher als Na. Diese 
zweite Wirkung zeigte sich insbesondere, falls starkere Konzentrationen 
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der Salze angewandt wurden oder in Fallen, in denen sonstwie die 
spezifische Wirkung der Salze auf die Urease nicht nachweisbar war. 
Wir nahmen in zunachst hypothetischer Weise an, daB die erste Art 
der Metallwirkung auf einer spezifischen Verbindung der betreffenden 
Metalle mit der Urease beruhe, wahrend der Charakter der zweiten 
anderer Art sein mubte, vielleicht von einer Stérung der enzymatischen 
Wirkung durch die Salze herriihre. 

Die spezifische, giinstige Wirkung der Erdalkalimetalle war auber- 
ordentlich stark; Ca, Sr und Ba waren etwa 50- bis 100mal wirksamer als 
Na oder K. Durch Zusatz von Alkali oder Séure wurde in gewissen Kon- 
zentrationen ebenfalls die Wirkung der Urease begiinstigt; jedoch fiihrte 
ein optimaler Zusatz von Saéure oder Alkali (zu isotonischen NaCl-Lésungen) 
eine viel geringere Verstarkung der Ureasewirkung herbei als ein optimaler 
Zusatz von Ca oder anderen Erdalkalisalzen. Hierbei wurden die ver- 
schiedenen Salze in ungefaihr mit Seewasser isotonischen Konzentrationen 
verwandt. Diese Konzentration stellt auch fiir CaCl, die optimale dar; 
doch erstreckt sich die optimale Wirkung nach oben bis fast 1,0 mol. Die 
optimale Wirkung des NaCl hingegen ist ungefaihr bei/ 2 mol. gelegen. Es 
mag sich da zum Teil wenigstens um rein osmotische Wirkungen handeln, 
da auch héhere Konzentrationen von Anelektrolyten bis zu einem ge- 
wissen Grade giinstiger wirken als schwaéchere Konzentrationen der- 
selben (2) (3) (4). 

Wir wollen nun die Ergebnisse weiterer Versuche mitteilen, bei 
denen es sich um die Fragestellung handelt, wie weit, falls unsere Vor- 
stellung von der Bildung von Metall-Ureaseverbindungen richtig ist, 
sich die verschiedenen Metalle gegenseitig vertreten kénnen, nachdem 
die Extraktion mit einem bestimmten Salze begonnen war. Auberdem 
priiften wir die Wirkung dieser Salze auf die Ureare, die sich im Blut- 
serum von Limulus vorgebildet findet. Betreffend der spezifischen 
Salzwirkung bestehen folgende Méglichkeiten: 1. Es kénnte sich darum 
handeln, da®B verschiedene Salze eine verschieden starke Fiahig- 
keit besitzen, die Amoebocyten aufzuschlieBen und das Enzym aus 
den Zellen zu extrahieren. 2. Die verschiedenen Salze kénnten eine 
spezifische Wirkung auf diejenigen Prozesse ausiiben, die bei der Ein- 
wirkung der Urease auf Harnstoff stattfindeh. 3. Es kénnte sich um 
Verbindungen der Metalle mit der Urease handeln; verschiedene Metall- 
Ureaseverbindungen wiirden dann eine sehr verschieden starke Wirkung 
auf den Harnstoff ausiiben. Diese Unterschiede zwischen der Wirkung 
verschiedener Metalle kénnten vielleicht auf der verschiedenen Wider- 


standsfahigkeit verschiedener Metall-Ureasepraparate beruhen, oder 
die verschiedenen Praparate kénnten sich durch ihre verschieden starke 
Wirkung auf die Umsetzung des Harnstoffs unterscheiden. Im letzteren 
Falle wiirde es sich um eine Unterabteilung der zweiten Méglichkeit 
handeln. 4. Es ware méglich, daB die Metalle sich nicht mit der Urease 
direkt, sondern mit einem Coenzym verbinden. Wir wollen nun in 
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dieser und in einer folgenden Mitteilung untersuchen, wie weit unsere 
Versuche fiir die eine oder die andere Méglichkeit sprechen. 


Zusatz von Salzen zu Blutserum Urease. 


Wir fanden friiher, daB im Blutserum von Limulus Urease vorhanden 
ist. Wir untersuchten zunachst, ob Zusatz verschiedener Salze zu Limulus- 
serum die Wirksamkeit der in demselben enthaltenen Urease veréndert. 
Tabelle I zeigt, daB Zusatz von NaCl und CaCl, in relativ schwachen Kon 
zentrationen die Wirksamkeit der Urease in geringem Ma8e herabsetzt, 
wahrend in stérkeren Konzentrationen die schadliche Wirkung diese: 
Salze gréBer war . Hierbei fand sich, daB die schadliche Wirkung zunimmt 
in der folgenden Reihenfolge: |. Alkalimetallsalze, 2. Salze der zweiwertigen 
alkalischen Erden, 3. Schwermetallsalze (CuCl, und ZnC\l,). 


Tabelle I. 





Wirkungskoeffizient 


25 cem frisches Limulusserum. . ........ 9,50 23,50 

0,5 mol. NaCl in 25cem Limulusserum. ... . 9,00 (10,50)* 
$0 (¢ Be gf Bx ‘ agegigrs 7,00 ( 9,50) 
0,388 , CaCl, , 25 , ‘ 6 sais 10,00 (12,50) 
O76 , GCL, @ . mn aa ee 14,50 (23,50) 
16”, CQ, DB; e ae ae 7,00 (23,50) 
a0 ., @&&, , @ , Re aye ye 1,10 ( 9,50) 
0,38 , MgCl, 25 , ‘ ge cathsntesses 11,10 (13,00) 
0,88 , CuCl, , 2 , i snips is A ine 2,40 (12,50) 
038 , mC , BD , Pe ee 1,10 (12,50) 


* Die Ziffern in Klammern stellen den Wirkungskoeffizient des Blutserums allein ohne 
Zusatz der Salze in den betreffenden Versuchen dar. 


Dieser Versuch macht es unwahrscheinlich, daB die spezifische 
Wirkung von CaCl, direkt die Umwandlung des Harnstoffs zu (N H,),CO, 
beeinfluBt. Es folgt daraus weiterhin, daB die Metalle und die Urease 
(oder ihr Coenzym) in der Form, in der sie im Limulusserum vorhanden 
ist, keine spezifische Verbindung eingehen. Aber dieser Versuch schliebt 
nicht die Méglichkeit aus, daB die Salze in spezifischer Weise die Ex- 
traktion der Urease aus den Amoebocyten beeinflussen oder eine Ver- 
bindung mit einem Coenzym eingehen, das im Serum nicht vorhanden ist. 


Zusatz von 0,5 mol. NaCl zu 0,38 mol. CaCl,-Extrakten von Amoebocyten- 
gewebe zu verschiedenen Zeiten wihrend der Extraktion oder nach beendigter 
Extraktion. 


In diesen Versuchen wurde NaCl in Substanz in einer solchen 
Menge dem mit 0,38 mol. CaCl, hergestellten Extrakte aus Amoebo- 
cytengewebe zugesetzt, das eine Konzentration von 0,5 mol. NaCl 
in dem Extrakt vorhanden war. Das Verfahren war entsprechend 
in spéter zu erwahnenden Versuchen mit anderen Substanzen. 
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Tabelle IL zeigt einen derartigen Versuch. Wir sehen daraus, daS 
Zusatz von 0,5 mol. NaCl die giinstige Wirkung der Extraktion mit 0,38 mol. 
CaCl, merklich herabsetzt, falls NaCl zu Beginn der Extraktion oder 
1 Stunde nach Beginn der Extraktion zugesetzt wird; diese ungiinstige 
Wirkung wird geringer, falls NaCl spater zugesetzt wird, und sie verschwindet 
fast ganz, falls NaCl 3 Stunden nach beendigter Extraktion zugesetzt wird. 

Wir kénnen daraus schlieBen, daB die verschiedene Wirkung von 
CaCl, und NaCl nicht auf Beeinflussung der Extraktion durch diese 
Salze beruhen kann, da ja die Wirkung des NaCl-Zusatzes noch nach 
beendigter Extraktion bemerkbar war; ebensowenig kann in diesem 
Falle die spezifische Salzwirkung auf einer direkten Beeinflussung des 
enzymatischen Vorgangs selbst beruhen, da die schadliche Wirkung 
stark abnimmt, noch ehe der Harnstoff zugesetzt wird. Am wahr- 
scheinlichsten scheint daher die Annahme, daB Ca sowohl wie Na 
Verbindungen mit der Urease eingehen. Je linger CaCl, und Urease 
in Kontakt waren, ehe NaCl zugesetzt wurde, desto fester scheint die 
sehr wirksame Verbindung zwischen Ca und Uredse zu werden und 
desto weniger leicht kann Ca aus dieser Verbindung durch Na verdrangt 
werden; das Resultat einer solchen Verdringung ware die Bildung 
einer sehr wenig wirksamen Na-Urease an Stelle der sehr wirksamen 
Ca-Urease. Wir kénnen aber nicht die Méglichkeit ausschlieBen, dab 
die Metalle sich mit einem Coenzym der Urease, anstatt mit der Urease 
direkt verbinden (Tabelle IT). 
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Zusatz von 0,38 mol. CaCl, zu 0,5 mol, NaCl-Extrakten von Amoebocyten- 
gewebe zu verschiedenen Zeiten wihrend der Extraktion und nach beendigter 
Extraktion. 


Dieser Versuch wurde in gleicher Weise angestellt wie der vorige, 
nur da8 hier die Extraktion primar mit 0,5 mol. NaCl vorgenommen wurde 
und nachtraglich soviel CaCl, in Substanz zu verschiedenen Zeiten zu- 
gesetzt wurde, daB eine 0,38 molare Lésung von CaCi, entstand. Wir 
fiihren hier als Beispiel zwei Versuche an, einen aus dem Jahre 1928 und 
einen zweiten aus dem Jahre 1929. In dem erstgenannten Jahre waren 
die Limuli in weniger gutem Zustande, und alle Extrakte waren daher 
schwacher als in 1929. Wahrscheinlich enthielten im Jahre 1929 die Amoebo- 
cyten mehr Urease als in dem vorhergehenden Jahre. Jedoch sind im Prinzip 
die Resultate die gleichen in beiden Jahren. Die Unterschiede zwischen 
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den verschiedenen Salzen sind markanter im ersten Jahre, wahrend im 
zweiten Jahre, wie es scheint, ein Uberschu8 von Urease vorhanden war, 
der die Unterschiede, die bei Zusatz des zweiten Salzes zu verschiedenen 
Zeiten eintraten, weniger stark hervortreten lieB, vermutlich, weil noch 
verfiigbare Urease eine Verbindung mit Ca eingehen konnte. Falls der 
Ureasegehalt der Amoebocyten geringer ist, wird anscheinend sehr bald 
nach Zusatz von NaCl die Bindung zwischen Na und Urease eine so feste, 
da8 das Ca nur zu einem sehr kleinen Teil das Na ersetzen kann. Wenn 
daher CaCl, erst nach AbschluB der Extraktion mit NaCl zugesetzt wird, 
so ist die giinstige Wirkung dieses Zusatzes bei geringerem Ureasegehalt 
der Amoebocyten ganz verschwunden, wahrend bei stiarkerem Urease- 
gehalt der Amoebocyten die Wirkung nur stark verringert ist. 

Die Versuche zeigen wieder, dab der Ca-Zusatz nicht die Enzym- 
wirkung direkt beeinfluBt ; ferner zeigen sie, daB es sich auch nicht ledig- 
lich um eine Beeinflussung der Extraktion handeln kann, da auch nach 
vollzogener Extraktion die Wirkung des Ca noch nicht ganz verloren 
ist. Es ist daher am wahrscheinlichsten, daB es sich wiederum um eine 
Verbindung zwischen Na und der Urease oder einem Coenzym handelt 
und daB die Bindung zwischen Na und Urease im Laufe der Zeit fester 
wird und Ca daher um so weniger imstande ist, das Na zu ersetzen, 
je spater der Zusatz des CaCl, erfolgt. Falls die Extraktion mit eine: 
Lésung vorgenommen wird, die NaCl und CaCl, gleichzeitig enthalt, ist 
die Starke des Extraktes entweder intermediar zwischen der des NaC! 
und des CaCl,-Extraktes oder sie nahert sich bei staérkerem Urease- 
gehalt der Amoebocyten mehr der Wirksamkeit der Ca-Urease. 


Tabelle III. 
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1928 1085 1,0 49,0 7,0 8,0 6,5 0,5 
1929 198 6,8 148,0 106,0 — _ 35,0 


Falls 0,38 mol. CaCl, in Substanz zu einem 2,0 mol. NaCl-Extrakt des 
Amoebocytengewebes anstatt zu einem 0,5 mol. NaCl-Extrakt zugesetzt 
wird, so ist das Resultat etwas verschieden. Ein 2,0 mol. NaCl-Extrakt 
ist an sich mehrere Male wirksamer als ein 0,5 mol. NaCl-Extrakt; aber 
falls wir zu einem 2,0 mol NaCl-Extrakt soviel CaCl, zusetzen, daB die 
hieraus resultierende Lésung einer 0.38 mol. CaCl,-Konzentration in einer 
2,0mol. NaCl-Lésung entspricht, so ist die totale Salzkonzentration so groB, 
da8 nicht mehr lediglich die spezifische, giinstige Wirkung des CaCl, hervor- 
tritt, sondern daB letztere zuriickgedrangt wird von der nicht spezifischen 
schaédlichen Salzwirkung, die mit zunehmender Valenz der Metalle zunimmt. 
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Dieser Umstand bewirkt wahrscheinlich, daB unter diesen Bedingungen 
nicht nur die giinstige Wirkung des CaCl,-Zusatzes verringert wird, sondern 
daB ein spiterer Zusatz von CaCl, zu 2,0 mol. NaCl-Extrakt giinstiger 
wirkt als ein friihzeitiger Zusatz. 


Zusatz von 0.38 mol. CaCl, zu 0,38 mol, MgCl,-Extrakt von Amoeboeyten- 
gewebe zu verschiedenen Zeiten wihrend der Extraktion und nach beendigter 
Extraktion. 

In diesen Versuchen wurde CaCl, in Substanz zu Extrakten zugesetzt, 
die mit 0,38 mol. MgCl, hergestellt waren. Tabelle LV zeigt die Ergebnisse 
zweier solcher Versuche. 


Tabelle IV. 








E 2223 55 i 
: § . 2 ts 3 
" - size 3 : 
N — NO a N 
1928, 108.5 27,0 82.5 58.0 51.5 44.5 26,0 
1929, 200.0 40,0 183.0 178,5 163.5 170.5 137,0 


Wir sehen, daB in einer Mischung, die zu gleichen Teilen CaCl, 
und MgCl, enthalt, CaCl, mehr zur Geltung kommt als MgCl,. Erfolgt 
der Zusatz von CaCl, zu einer MgCl,-Lésung spater, so ist der Erfolg 
weniger giinstig als bei sofortigem Zusatz. Jedoch ist die Abnahme 
der Wirksamkeit bei spaterem Zusatz in diesem Falle viel geringer 
als die Abnahme, die bei spaiterem Zusatz von CaCl, zu einer 0,5 mol. 
NaCl-Lésung beobachtet wurde. Dies diirfte wohl so gedeutet werden, 
daB Ca viel leichter Mg als Na ersetzen kann. Der umgekehrte Versuch, 
in dem primar mit einer 0,38 mol. CaCl,-Lésung extrahiert und dann 
zu verschiedenen Zeiten MgCl, zugesetzt wurde, wurde nur ein einziges 
Mal ausgefiihrt. In diesem Versuch war ebenfalls der EinfluB des 
CaCl, stairker als der des MgCl,, aber die Abnahme in der Wirkung 
des Ca Cl,-Extraktes bei spiterem Zusatz des MgCl, war in diesem Falle 
nur sehr geringfiigig. Hierbei muB jedoch beriicksichtigt werden, 
daB sogar, falls 0,38 mol. CaCl,-Extrakt wahrend mehrerer Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen bleibt und sodann 0,38 mol. CaCl, zu- 
gesetzt wird, eine Abnahme in der Starke der Ureasewirkung statt- 
finden kann, obwohl die daraus resultierende 0,72 mol. CaCl,-Lésung 
bei sofortigem Zusatz ungefahr ebenso wirksam ist als eine 0,38 mol. 
CaCl,-Lésung. Falls 0,38 mol. CaCl, (in Substanz) spater zu 0,38 mol. 
Ca Cl,-Extrakt von Amoebocytengewebe zugesetzt wird und der Extrakt 
sodann 1 bis 3 Stunden bei Zimmertemperatur gehalten wird, ehe er 


mit der Harnstofflésung gemischt wird, so ist die Abnahme in der 
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Starke der Ureasewirkung um so bedeutender, je schwacher der Gehalt 
des Amoebocytengewebes an Urease war. Unter diesen Umstanden 
ist die Menge CaCl,, die mit Urease eine Verbindung eingehen kann, 
relativ gering ; es findet sich daher iiberschiissiges CaCl,, in dem das Ca 
als zweiwertiges Metall eine schadlichere Wirkung ausiibt als das ein- 
wertige Na, welch letzteres, falls es im Uberschu8 zugesetzt wird, 
viel weniger ungiinstig wirkt. 

Auch in diesen Versuchen diirfte wohl eine Bildung von spezifi- 
schen Metall-Ureaseverbindungen stattfinden. Es kann sich hierbei 
weder lediglich um Unterschiede in der Extraktion des Amoebocyten- 
gewebes handeln noch um spezifische Einwirkungen der Metalle, die 
bei der Umsetzung des Harnstoffs in (NH,),.CO, unter dem EinfluB 
der Ureace stattfinden. 

Zusatz von 0,38 mol. MnCl, zu 0,5 mol. NaCl-Extrakten von Amoebocyten- 
gewebe, sowie Zusatz von 0,5 mol. NaCl zu 0,38 mol. MnCl,-Extrakt zu ver- 


schiedenen Zeiten wihrend der Extraktion und nach beendigter Extraktion. 


Tabelle V. 





0,38 mol. Mn Cl,- 0,5 mol. Na Cl- 0,5 mol. NaCl- 
Extrakt. Zusatz Extrakt. Zusatz Extrakt. Zusatz 
0,38 mol. MnClg- | 0,5 mol. NaCl- von 0,5 mol. NaCl |von 0,38 mol. MnCl, von 0,38 mol. MnCl, 


Extrakt Extrakt in Substanz 1 Std. | in Substanz 1 Std. in Substanz 1 Std 
nach Beginn der nach Beginn der nach beendigter 
Extraktion Extraktion Extraktion 
29 5.5 19.5 ~~ - 
28 5,0 _- 12.5 13,0 


Die Extrakte (1929) waren aktiv; NaCl-Extrakt hat einen Koeffi- 
zienten von 5,0 bis 5,5; der Extrakt ist also viel starker als der in friiheren 
Jahren hergestellte. Ebenso ist der MnCl,-Extrakt absolut starker, 
als der zu friiheren Versuchen benutzte; aber in Ubereinstimmung 
mit unseren friiheren Versuchen war der MnCl,-Extrakt (fast sechsfach) 
wirksamer als NaCl-Extrakt. Wir finden nun, daB Zusatz von so viel 
MnCl, in Substanz zu einem mit 0,5 mol. NaCl hergestellten urease- 
haltigen Extrakt von Amoebocytengewebe, daB eine 0,38 mol.-Lésung 
von MnCl, entsteht, die Wirkung des Extraktes verstarkt, und zwar 
in ungefaihr gleicher Weise, falls der Zusatz 1 Stunde nach Beginn 
der Extraktion oder nach beendigter Extraktion stattfindet. Die 
giinstige Wirkung des Zusatzes von MnCl, konnte davon herriihren, 
daB Mn in einem Teil der Na-Ureaseverbindungen das Na ersetzt, 
so da Mn-Ureaseverbindungen entstehen. Die volle Starke des 
MnCl,-Extraktes wird dabei aber nicht erreicht. Dies kénnte davon 
abnangen, dai bei Kombination von 0,38 mol. MnCl, und 0,5 mol. 
NaCl nicht spezifische, schadliche Einwirkungen stattfinden, oder es 
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kénnte darauf beruhen, daB nur ein Teil der NaCl-Ureaseverbindung 
in Mn-Urease tibergefiihrt wird. 

Falls NaCl zu MnCl,-Extrakt zugesetzt wird, findet eine geringfiigige 
Schwaéchung der Wirkung statt; diese Schwéchung beruht entweder auf 
einer Uberfiihrung eines Teiles der Mn-Ureaseverbindungen in Na-Urease- 
kombinationen oder es handelt sich um eine nicht spezifische schiidliche 
Salzwirkung. 


Zusatz von 0,38 mol. CaCl, zu 0,38 mol. MnCl,-Extrakten oder von 0,38 mol. 
MnCl, zu 0,38 mol. CaCl,-Extrakten von Amoebocytengewebe zu ver- 
schiedenen Zeiten wihrend der Extraktion und nach beendigter Extraktion. 


Tabelle V1. 
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(1 g Gewebe 

extrahiert) 
Tabelle V1 zeigt die erwarteten Unterschiede in der Starke der 
Ca Cl,- und MnCl,-Extrakte in den Jahren 1928 und 1929. Auf Tabelle VII 
sind die Werte fiir das Jahr 1929 geringer, da in diesem Versuche | g 
Amoebocytengewebe zur Extraktion benutzt wurde anstatt der ge- 
wohnlichen 1,5 g. Tabelle VI zeigt, daB Zusatz von so viel CaCl, zu 
einem 0,38 mol. MnCl,-Extrakt, daB die Konzentration von CaCl, 
einer 0,38 mol.-Lésung entspricht, nicht nur keine Verbesserung, 
sondern im Gegenteil eine Verschlechterung der Resultate herbeifiihrt. 
Nur falls die Extraktion mit einem Gemisch beider Substanzen statt- 
findet, also MnCl, und CaCl, von Anfang an zu gleichen Teilen in der 
zur Extraktion dienenden Lésung vorhanden sind, entsteht eine ge- 
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ringfiigige Verbesserung. Zwei Umstande diirften zu diesem Ergebnis 
fihren: 1. Wir diirfen wohl annehmen, dab die Mn-Ureaseverbindung 
sehr fest ist und daB nach kurzer Zeit das Mn in dieser Verbindung 
durch Ca nicht mehr verdrangbar ist. 2. Es kommt die nicht spezifische 
schadliche Wirkung zweiwertiger Kationen an Stelle der giinstigen 
spezifischen Wirkung der Metalle zustande. Nur falls CaCl, von Anfang 
an in der Mischung vorhanden ist, kénnen Ca-Ureaseverbindungen 
gebildet werden. Aber in den auf Tabelle VII dargestellten Versuchen 
fallt auch diese geringfiigige Verbesserung fort, und es findet sich nur 
die ungiinstige, nicht spezifische Wirkung der zweiwertigen Metalle Mn 
und Ca. Diese ungiinstige Wirkung einer Kombination von Mn und Ca 
ist gréBer, als die von Ca oder Mg ausgeiibte, falls diese Substanzen 
zur selben Zeit oder bald nacheinander zugefiigt werden. 


Zusatz von Na,-Citrat in Substanz zu 0,38 mol. CaCl,-Extrakt von 
Amoeboeytengewebe. 


Wir stellten nur zwei derartige Versuche an. Zusatz von Na,- 
Citrat sofort oder 3 Stunden nach beendigter Extraktion verringerte 
die Wirkung des CaCl,-Extraktes so stark, daB sie ungefahr der eines 
0,38 mol. MnCl,-Extraktes entsprach. Hierbei wurde entweder so 
viel Citrat zugefiigt, daB die Mischung einer 0,5 mol.-Citratlésung 
entsprach oder es wurde Citrat in einer ungefahr dem vorhandenen 
CaCl, entsprechenden molaren Menge zugefiigt. Wurde ein Gemisch 
von Citrat und CaCl, von Anfang an zur Extraktion benutzt, so war 
der Extrakt fast unwirksam. Auch diese Befunde sprechen dafiir, 
daB CaCl, nicht zur AufschlieBung der Amoebocyten dient, da auch 
Zusatz des Citrats nach beendigter Extraktion die Starke des Extraktes 
sehr herabsetzt. Entsprechend unserer Deutung der spezifischen Salz- 
wirkung nehmen wir an, daB in diesen Versuchen ein kleiner Teil der 
Ca-Ureaseverbindung trotz Zusatz von Citrat erhalten bleibt und 
seine Wirkung ausiiben kann. 


Frisches Limulusserum mit und ohne Zusatz von Salzen ais Extraktions- 
mittel fiir Urease von Amoebocytengewebe. 


Es war von Interesse zu untersuchen, wie sich das eiweibhaltige 
Limulusserum als Extraktionsmittel fiir die Urease verhalten wiirde. 
Wir gingen hierbei in der gew6hnlichen Weise vor, indem wir 40 ccm 
Limulusserum zur Extraktion von 1,5g Amoebocytengewebe be- 
nutzten und zu 25 cem des Extraktes die gleiche Menge der Harnstoff- 
lésung zusetzten. Nach Beendigung des Versuchs wurden 25 ccm des 
Filtrats zur Ammoniakbestimmung (nach van Slyke mit geringfiigigen 
Modifikationen) benutzt. Wir miissen dabei beriicksichtigen, dab 
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frisches Blutserum schon Urease enthalt. Der Wirkungskoeffizient 
der Urease in 25 ccm Serum variierte in unseren Versuchen zwischen 


15 und 31. Diese Zahl oder méglicherweise, falls ein Teil der vor- 
gebildeten Urease in dem Extrakt inaktiviert wird, eine etwas kleinere 
Zahl — miissen wir von dem Wirkungskoeffizienten des Extraktes 


abziehen, um die wirklichen Koeffizienten des letzteren zu erhalten. 
Es ergibt sich dann aus Tabelle VIII (in der wir nur einen Versuch 
aus dem Jahre 1928 wiedergeben), daB Serum als Extraktionsmittel 
viel giinstiger wirkt als eine 0,5 mol. NaCl-Lésung, aber viel weniger 
giinstig als eine 0,38 mol. CaCl,-Lésung. Zusatz von so viel CaCl, zu 
Serum vor der Extraktion, daB eine 0,38 mol. CaCl,-Lésung entsteht, 
erhéht die Wirksamkeit von Serum als Extraktionsmittel: doch ver- 
stirkt dieser Zusatz die Ureasewirkung weniger stark als ein ent- 
sprechender Zusatz von 0,38 mol. CaCl, zu 0,5 mol. NaCl vor der Ex- 
traktion. Zusatz von CaCl, zu dem Serumextrakt zu spiterer Zeit 
verringert die giinstige Wirkung des CaCl,-Zusatzes ein wenig, aber 
die Abnahme in der Wirksamkeit eines spaiteren Zusatzes von CaCl, 
zu Serumextrakt ist viel geringer als die Abnahme der Wirksamkeit 
bei spaterem Zusatz von CaCl, zu 0,5 mol. NaCl-Extrakt. 


Tabelle VIII. 





a ae Wirkungskoeffizienten 
Extraktionsmittel der Amoebocytenextrakte 


(Kontrolle: Frisches Limulusserum das Urease enthalt)' (15—31) 





Frisches Limulusserum ............ . .)| 47—87 (ineinem Falle 99) 
0,38 mol. CaCl... . 140 = [70] 
Frisches Limulusserum mit Zusatz von 0,38 mol. ( a I, 106 = [64] 
m » 0,38 , CaCl, 
"nach Beendigung der Extraktion . . 94,59 [59,59] [(93,50)) 
Frisches Limulusserum mit Zusatz von 0 38 mol. C a ( ‘ly 
3 Std. nach Beendigung der Extraktion. . . .. 73 [58]  [(96)] 
1,0 mol.CaCl, . . | 86. 
Frisches Limulusserum mit Zusatz von 1,0 ‘mol. Ca ‘ly 81 
= . i » OS , Me 55 [58] 
- ~ . s » 0,38 , MgCl, || 67 [69] 
” me " “ » 038 , MnCl, | 45,50 [27] 
‘ a sesh vedi ta ec, 1,30 [46,50] 


(Die Zahlen in eckigen Klammern reprasentieren die Starke des 
Extraktes, das in denselben Versuchen mit frischem Limulusserum her- 
gestellt wurde, und die Zahlen in eckigen und runden Klammern reprasen- 
tieren die Starke des Extraktes, das mit Serum unter Zusatz von 0,38 mol. 
CaCl, hergestellt wurde. Die Starke der in dem Serum bereits enthaltenen 
Urease schwankt zwischen 15 und 31.) 


Auch Zusatz von 0,76 mol. CaCl, zu Serum verstarkt die Serumwirkung 
betrachtlich, so daB der Serumextrakt ungefaihr ebenso stark ist wie der 
mit einer 0,76 mol. CaCl,-Lésung ohne Zusatz von Serum bereitete. Falls 
1,0mol. CaCl, zugesetzt wird, ist die optimale Wirkung bereits tiberschritten. 
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Zusatz von 0,5 mol. NaCl, 0,38 mol. MgCl, oder 0,38 mol. MnCl, zu Serum 

ist ohne besondere Wirkung. Zusatz von 0,38 mol. CuCl, und 0,38 mol. 

ZnCl, zu Serumextrakt zerstért beinahe vollstaéndig die Ureasewirkung. 
Erwirmtes Limulusserum als Extraktionsmittel fiir Amoebocytenurease. 


Tabelle IX. 





F : . Wirkungskoeffizienten 
Extraktionsmittel  siaeinepihimeintipnindhlelinhietcicieenin 


1928 1929 
Erwarmtes Limulusserum (80°)... . 27 — 
Erwarmtes Limulusserum nach Zusatz von n CaCl, i in Sub- 

stanz, werstasate einer Konzentration von 0,38 mol. 

CaCl, . PS eS ye bw se 8 53 60 
0,38 mol. Ca ed Lésung . hits 97 204 
Erwarmtes Limulusserum mit “Zusatz von CaC ly i in Sub- 

stanz, entsprechend einer 1,0 mol. CaCl,-Lésung. . . 56 —_ 
Sa eee es Feed 92,5 — 


Auch Limulusserum, das vorher '% Stunde auf 80° erwarmt wurde 
und in dem durch das Erwaérmen die in ihm enthaltene Urease zerstért 
war, ist ein viel giinstigeres Extraktionsmittel als 0,5 mol. NaCl-Lésung, 
ist aber viel weniger giinstig als eine 0,38 mol. CaCl,-Lésung. Jedoch ist 
die Ureaselésung, die durch Extraktion mit erwarmtem Serum hergestellt 
wurde, absolut viel schwaécher als die mit nicht erwarmtem Serum her- 
gestellte. Aber falls wir in dem letzteren Extrakt von der gesamten Urease 
die in dem Serum enthaltene Urease abziehen, so ist der Unterschied nicht 
sehr groB, obwohl méglicherweise ein geringer Unterschied zugunsten des 
nicht erwaérmten Serums bestehen bleibt. In gleicher Weise finden wir 
bei erwirmtem, wie bei nicht erwérmtem Serum, daS Zusatz von CaCl, 
zum Serum vor Beginn der Extraktion die Ureasewirksamkeit des Extraktes 
verstaérkt, aber daB hier die absolute Starke der Ureasewirksamkeit doch 
viel geringer bleibt als in einem 0,38 mol. CaCl,-Extrakt. Dasselbe Resultat 
wird erhalten, falls wir 1,0 mol. oder 0,19 mol. CaCl, zu dem erwarmten 
Serum zusetzen und den so erhaltenen Extrakt mit der Starke eines Extraktes 
vergleichen, der mit 0,19 mol. und 1,0 mol. CaCl,-Lésung allein hergestellt 
wurde. Diese Versuche machen es sehr wahrscheinlich, daB die Proteine 
im Blutserum die spezifische Salzwirkung verringern. Es k6nnte sich 
hierbei um eine Verbindung eines Proteins mit der Urease handeln, oder 
es liegen weniger spezifische Proteinwirkungen vor. In Einklang mit diesen 
Ergebnissen steht die friiher besprochene Tatsache, daS gegeniiber der im 
Serum enthaltenen vorgebildeten Urease die verschiedenen Salze keine 
spezifische Wirkung zeigen. 


Extraktion der Amoebocytenurease mit Mischungen von 0,5 mol. NaCl oder 
0,38 mol. CaCl, und HCl oder NaOH. 


Tabelle X zeigt, daB, falls wir zu einer 0,5 mol. NaCl-Lésung zu 
Beginn der Extraktion so viel HCl zusetzen, daB eine m/3000 bis m/1000 
HCl-Lésung entsteht, die Wirkung des NaCl-Extraktes derart ver- 
starkt wird, daB dieselbe nun der Wirksamkeit eines MgCl,-Extraktes 
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ahnlich wird; der Wirkungskoeffizient bleibt also unter diesen Be- 
dingungen viel kleiner als nach Extraktion mit einer 0,38 mol. CaCl,- 
Lésung. Das gleiche gilt fiir einen Zusatz von m/500 bis m/83 NaOH. 
Zusatz von geringeren oder starkeren Konzentrationen von NaOH 
verstarkt die Wirksamkeit von 0,5 mol. NaCl-Extrakten viel weniger. 


Tabelle X. 





Pu 
nach beendigter 
Einwirkung des 
Extraktes auf 
Harnstofflésung 


Wirkungs- 


oe PH 
Extraktionsmittel koeffizient des Extraktes 


Cr i sists es oie 138,0 6,0 7,5 
he. eee ee 0,5 5.9 6,0 
05 ., NaCl in m/f3000 HC]... . 36,0 — 9.5 
05 , Rel , miu. ... 34,0 — 9.6 
05 , NeCl , mfl000 HCl. ... 28,5 5,6 9,5 
05 , NaCl , mOS00 HCL .... 5,5 4,7 8,7 
05 , NaCl , m/1000 NaOH... 9,0 — 9.4 
05, NeCl , mS00 NaOH... . 29,0 6,6 9,3 
05 , NaCl , m/200 NaOH ... 37,5 9,7 | 9,3 
O56 . NMeG . mile MeOH ... 25,0 — 95 
05 , NeCi , m@6NeOH.... 20,0 _ — 
OB: «) OG: = eee ROG k's 2,0 _ 10,0 
05 , NaCl , m20 NaOH.... 1,0 _ ; 

0,38 , CaCl, , m/l000 HCl... . 56,5 5,6 7,6 
0,38 , CaCl , mSOO HC .... 6,5 5,2 7,$ 
0,38 , CaCl, , m/500 NaOH ... 10,5 7,1 7.9 
0,38 CaCl, , m/200 NaOH ... 3,5 8,4 8,3 


Zusatz von m/500 HCl zu 0,38 mol. 

CaCl,-Extrakt nach beendigter 

ere ee 1,5 4.8 4.8 
Zusatz von m/500 NaOH zu 0,38 mol. 

CaCl,-Extrakt nach beendigter 

ee are ee ae 11,0 7,7 8,4 


Hingegen verringert Zusatz von aéhnlichen Konzentrationen von HCl 
oder NaOH zu 0,38 mol. CaCl,-Lésung zu Beginn der Extraktion die Wirkung 
des Extraktes sehr merklich; und diese Abschwaéchung in der Wirksamkeit 
des 0,38 mol. CaCl,-Extraktes ist ebenso stark oder vielleicht sogar noch 
stirker, falls die entsprechenden Mengen von HCl oder NaOH nach be- 
endigter Extraktion mit 0,38 mol. CaCl, zugesetzt werden. 

Die Reaktion der Mischung von Harnstofflésung und dem Ex- 
trakte nach beendigter Inkubation wird nur in relativ geringfiigiger 
Weise durch den Zusatz von Saure oder Alkali zu Beginn oder am Ende 
der Extraktion abgeindert — (px 9 bis 10). Doch erniedrigt Zusatz 
von m/500 HCl den px ein wenig, wihrend Zusatz von m/50 NaOH 
ihn ein wenig erhéht. Wird CaCl, als Extraktionsmittel benutzt, so 
ist der pq nach beendigter Extraktion niedriger (zwischen 7 und 8). 
Nur falls der Zusatz von geringeren Konzentrationen von HCl oder 
NaOH zu CaCl,-Extrakt nach beendigter Extraktion stattfindet, ist 








310 L. Loeb u. I. Lorberblatt : 


der End-py der Mischung des Extraktes mit Harnstofflésung héher 
oder niedriger als gew6hnlich. Doch findet eine Erhéhung auch statt, 
falls m/200 NaOH zu Beginn der Extraktion zugesetzt wird. 

In welcher Weise Zusatz von NaOH oder HCI zu einer 0,5 mol. NaCl- 
Lésung die Wirksamkeit des Extraktes erhéht, ist nicht sicher; doch diirfte 
es nicht auf der Anderung des py des Extraktes beruhen. Es ist hierbei 
bemerkenswert, da die optimale Konzentration von Saéure und Alkali 
fiir die Herstellung von Urease aus Amoebocyten mittels 0,5 mol. NaC- 
Lésung ungefahr derjenigen Konzentration entspricht, die Amoebocyten 
selbst und insbesondere auch ihre Granula am besten erhalt. 


Zusammenfassung. 


Die von uns gefundenen spezifischen Beziehungen zwischen den 
Metallen verschiedener anorganischer Salze und der Starke der Urease, 
die aus Amoebocyten von Limulus hergestellt wurde, kénnte auf ver- 
schiedene Weise erklart werden. 1. Es kénnte sich darum handeln, 
daB die Salze in spezifischer Weise die Urease aus den Amoebocyten 
extrahieren, etwa so, daB sie das Zellprotoplasma spezifisch beeinflussen. 
2. Die Salze kénnten in spezifischer Weise die Umsetzung von Harn- 
stoff in Ammoniumcarbonat beeinflussen. 3. Die Metalle der Salze 
kénnten sich mit der Urease zu spezifischen Metall-Ureaseverbindungen 
verbinden, von denen jede mit einer bestimmten Starke auf den Harn- 
stoff einwirkt und seine Umsetzung bewirkt. Die dritte Erklarung 
ware dann mdglicherweise ein spezieller Fall der zweiten Annahme. 

Die erste Erklirungsweise kann wohl ausgeschlossen werden, 
da die Salze ihre spezifische Wirkung sogar noch dann zeigen, falls 
sie erst nach beendigter Extraktion zugefiigt werden. Die zweite An- 
nahme in ihrer allgemeinen Form ist ebenfalls unwahrscheinlich. Da- 
gegen spricht die Tatsache, daB der Zusatz der Salze zu Limulusserum, 
das Urease enthalt, keine spezifisch giinstige, sondern im Gegenteil 
eine ungiinstige Wirkung ausiibt. Ferner spricht dagegen der Befund, 
daB der Zusatz von CaCl, zu 0,5 mol. NaCl-Lésung um so giinstiger 
ist, je friiher derselbe stattfindet, und daB ein Zusatz im Beginn der 
Extraktion am besten wirkt. 

Diese Tatsachen sowie andere von uns _ mitgeteilte Versuche 
lassen sich unserer Meinung nach am besten erklaren, wenn wir annehmen, 
daB sich bestimmte Metall-Ureaseverbindungen bilden, daB mit 
der Zeit sich diese Verbindungen zwischen Metall und Urease festigen 
und da®B daher die Verdrangung des gebundenen Metalls durch ein 
anderes um so schwerer stattfindet, je spaiter der Zusatz des zweiten 
Salzes erfolgt. Insbesondere fiigen sich die Versuche tiber Ersetzung 
des Ca durch Na und umgekehrt von Na durch Ca am besten dieser 
Erklarungsweise ein. Aber auch die anderen Versuche entsprechen 
dieser Annahme. Wir miissen dabei noch weiter annehmen, daB ver- 
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schiedene Metalle sich verschieden fest mit der Urease verbinden und 
daB insbesondere die schweren Metalle mit der Urease nicht reversible 
Verbindungen eingehen. Es ware dann méglich, dafs diese Metall- 
Ureaseverbindungen sekundar ihre spezifische Wirkung dadurch aus- 
iiben, daB sie die Umsetzung des Harnstoffs in (NH,),CO, in ver- 
schiedener, fiir jedes Metall spezifischer Weise beeinflussen. Es ist 
allerdings auch méglich, daB die Metalle sich nicht direkt mit der Urease, 
sondern mit einem Coenzym oder mit einer mit der Urease kombi- 
nierten, vielleicht eiweiBartigen Substanz verbinden. 
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Uber die photogalvanischen Erscheinungen an belichteten 
(u0-Elektroden (Becquerel-Effekt). 
(Photodynamische Studien. III.) 


Von 


M. Karsehulin. 


{Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie (Patholo 
gische Physiologie) und Pharmakologie der Universitat in Zagreb. | 


(Eingegangen am 18. April 1931.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


In einer friiher erschienenen Abhandlung! wurde der Becquerel-Effekt 
untersucht, der bei Belichtung von CuO-Platten auftritt, die durch Oxy- 
dation von Kupfer in alkalischer Persulfatl6sung* hergestellt wurden. 
Es wurden die Potentiale (statisch) und Stréme gemessen, die bei Belichtung 
von CuO-Zellen, die mit NaOQH- bzw. Natriumhalogenidlésungen gefiillt 
waren, entstehen. Der zeitliche Verlauf der Potentiale, die bei Na,F,-, 
NaCl- und NaBr-Lésungen auftreten, laBt sich durch die Gleichung 


E— K,.log(1 + Kp th ) 
4 c+ = Ks 
darstellen. 

Da die Potentiaie, die bei der Belichtung von Elementen, die mit 
NaJ-Lésungen gefiillt sind, fast den doppelten Wert erreichen als 
bei NaF-, NaCl- und NaBr-Lésungen, so kann man annehmen, dab 
bei NaJ-Lésungen die photochemischen Prozesse, die an den CuO- 
Elektroden stattfinden, sehr komplizierte sein miissen. Vor allem ist 
eine Bildung von J, im Lichte in Betracht zu ziehen und an die gleich- 
zeitig damit verbundenen Entstehung von Trijodionen (J). Um die 
J,-Bildung bzw. das Vorhandensein von CuJ, feststellen zu k6énnen, 
wurde das mit n/10 NaJ-Lésung gefiillte CuO-Element langere Zeit 
(4 Stunden) mit weiBem Lichte belichtet, wobei die Cu O-Elektrode 
scheinbar ausbleicht. Betrachtet man jedoch die Elektrode unter 
dem Mikroskop, so sieht man, daB deren Oberfliche mit einer drusig 


1 M. Karschulin, diese Zeitschr. 220, 122, 1930. 
2 Siehe auch Taschenbuch fiir Prazisionsmechanik usw. 1925. 
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aussehenden, kristallinen Schicht von griinlich-weiBem Aussehen 
bedeckt ist. Diese kristalline Schicht liBt sich mit einiger Sorgfalt 
leicht abheben, worauf die unterhalb sich befindende Oxydschicht 
wieder zum Vorschein kommt. Das Oxyd ist jedoch nicht mehr von 
samtartigem Aussehen, sondern glinzend schwarz. Die im Lichte 
gebildete, wasserunlésliche Substanz wurde analysiert und die An- 
wesenheit von Kupfer nachgewiesen. In einem Tropfen konzentrierter 
Schwefelsdure lésen sich die Kristalle und durch Zusatz von Kalium- 
bichromat und Starke tritt Blaufarbung auf (Jod). Dies berechtigt 
zur Annahme, da die an der belichteten CuQ-Platte ausgeschiedene 
Substanz Kuprojodid (CuJ) ist. Gleichzeitig wurde gefunden, dab 
der anfangs neutrale Elektrolyt nach dem Belichten stark alkalisch 
geworden ist. 

Bezugnehmend auf die interessanten Versuche Wo. Ostwalds' an 
Systemen mit besonders kleiner, asymmetrischer Austrittsarbeit fiir Elek- 
tronen, und zwar vor allem an Cuproxplatten (Cu-Cu,O), untersuchte ich 
die auf nassem Wege hergestellten CuO-Platten. Werden solche Platten 
in eine 5°,ige wisserige Lésung von p-Phenylendiamin gelegt, so wird die 
Lésung schnell dunkelbraun. Werden die Platten nach 24 Stunden aus 
der p-Phenylendiaminl6sung herausgenommen, so sieht man, da die 
Oberflache mit kleinen, rétlich-braunen Kristallnadeln bedeckt ist. Ahnliches 
hat Wo. Ostwald an Cu,O-Platten beobachtet und die an diesen Platten 
entstandenen Kristalle als Chinhydron identifiziert. Die Bildung des 
Chinhydrons ist als heterogene Kontaktkatalyse an der Oberfléche des 
Oxyduls (bzw. Oxyds) aufzufassen (Wo. Ostwald, 1. c.). 

Die Resultate, die durch Belichtung von CuO-Elementen mit 
spektral unzerlegtem Lichte erhalten wurden, veranlaBten mich, 
die photogalvanischen Erscheinungen im monochromatischen, sicht- 
baren Lichte zu untersuchen, wobei die optischen Eigenschaften der 
CuO-Platten (samtartiges, fast schwarzes Aussehen) sehr zu statten 
kam. Diese Versuche sollen vorerst AufschluB geben iiber die spektrale 
Empfindlichkeit, die allgemeine Lichtabsorption der CuQ-Platten, 
sowie auch tuber deren photochemische Absorption. Durch Messung 
der durch die Belichtung entstehenden elektrischen Energie der photo- 
galvanischen CuQO-Zellen versuchte ich, einen Einblick in das Ver- 
haltnis: eingestrahlte Lichtenergie—elektrische Energie zu gewinnen. 

Fiir diese Versuche wurde folgende Apparatur (ersichtlich aus 
Abb. 1) verwendet. 

Als Lichtquelle diente eine Osram-Punktlichtlampe O (Type 7,5G, 
etwa 1000 HK), die mit Gleichstrom von 7 Amp. brannte: die Klemm- 
spannung an der Lampe war 50 Volt. Wenn die Punktlichtlampe 
einige Zeit gebrannt hatte, wobei man die Amperezahl mit einem 


1 Kolloidzeitsechr. 51, 370, 1930. 
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Kheostaten sorgfaltig konstant hielt, so stellte sich dieselbe sehr gut 
ein, so daB man wahrend der Versuche nur selten nachregulieren muBte. 
Die Lichtquelle wurde mit einem Aluminiumgehause lichtdicht ab- 
geblendet; seitlich an dem Gehause war ein Fenster aus Rubinglas 
angebracht, das die Einstellung der positiven Wolframelektrode er- 
méglichte, und in der Richtung der optischen Bank gestattete ein kreis- 
runder Ausschnitt im Gehause den Austritt der Lichtstrahlen. Das 
Licht der Punktlichtlampe wurde auch bei dieser Anordnung zuerst 
von einer Kondensorlinse L, gesammelt (55mm Durchmesser). Die 
plankonvexe Linse L, diente zum Parallelmachen des Lichtbiindels 
und hatte einen Durchmesser von 65 mm (f 20). Hinter der Kon- 
densorlinse befand sich eine Kiivette K mit angeschmolzenen Glasern 





Abb. 1. 


(Schott & Gen., Jena), die zum Durchstrémen einer Kiihlfliissigkeit, 
und zwar Mohrsches Salz in schwefelsaurer Losung, diente. Zwischen 
der Kiivette K und der plankonvexen Linse L, befanden sich drei 
Filterhalter, und zwar fiir ein Fliissigkeitsfilter Z, (Zeisssche Kiivette 
mit Porzellanmantel), fiir Wrattenfilter Z, (Kodak) und Z, fiir Filter- 
glaser von Schott & Gen. Hinter der plankonvexen Linse L, befand 
sich ein photographischer VerschluB V und der Halter fiir das gal- 
vanische Element. 


Die Konstruktion und die Dimensionen des CuO-Elements waren 
aihnlich wie bei den Versuchen mit weibem Lichte. Abgeaindert wurde 
nur der Gummiring, der sich vor der belichteten Elektrode befand 
(siehe Abb. 2), und zwar wurde dadurch erreicht, daB sich vor dieser 
Elektrode kein, Dunkelraum befand. Der Gummiring G war mit zwei 
schmalen Rinnen r versehen, die vor die Bohrungen o in der Cu O- Platte 
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zu liegen kamen, so dab der vor der belichteten Elektrode sich befindende 
Elektrolyt mit dem hinter der Elektrode befindlichen kommunizieren 
konnte. Der Gummiring sowie auch die 
unbelichtete Seite der Elektrode waren 
paraffiniert. 
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Abb. 2. Abb. 3. 

















Die allgemeine Lichtabsorption der CuO-Platten wurde mittels 
des auf Abb. 3 wiedergegebenen Apparats gemessen. 


Wie aus Abb. 3 ersichtlich ist, wurde dieselbe Kiivette verwendet 
wie bei den Messungen des Becquerel-Effektes, mit dem Unterschied, 
daB das Innere des GefaéBes versilbert und poliert war. Das Mantel- 
gefaB Mg hatte ferner zwei Bohrungen; in die gréBere (18 mm Durch- 
messer) Offnung wurde ein Messingzylinder M eingekittet, der ein 
knieférmig gebogenes Kapillarrohr A trug und auBerdem fihrten zwei 
3mm dicke Kupferdrahte Cu isoliert durch den Messingzylinder. In 
die kleinere Bohrung des Glasmantels wurde ein Glasrohr mit Hahn H 
eingekittet, das zum Ausgleich des Druckes diente, Die Kupferdrahte 
waren im Innern des GefiBes durch einen Platindraht Pt verbunden. 
Das ganze MeBgefaB war zwecks thermischer Isolation in Baumwolle 
eingehillt. Aus Tabelle I ist ersichtlich, bei welchen Wellenlangen 
des einfallenden Lichtes bzw. mit welchen Lichtfiltern die Versuche 
ausgefiihrt wurden. 

Tabelle I. 








uu Filter uu Filter 

660 G+ D+ NG, 550 OG,+ B+8 
640 RG, + Gr, + NG; 530 G+H 
620 Gro+F 5id GGy,+5 
608 RG,-+ 8 490 GG,+C 
592 A+8 460 6+8 

575 OG,+ B 445 7+ 8 
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Die Filter mit der Bezeichnung RG,, RG,, OG,, OG,, GG,, GG, und 
NG; sind Farbglaser von Schott & Gen., Jena’; die Filter A, B, C, D, F, G 
und H sind Celatinefilter von Kodak (Wratten); die Lichtfilter 5, 6, 7 und 8 
sind monochromatische Filter von R Fuess. Gr, und Gr, sind 0,0004- bzw. 
0,001 °.ige wasserige Losungen von Filterblaugriin (Agfa), die sich in den 
Zeissschen Kiivetten befanden. 

Zwecks Messung der einfallenden Lichtenergie wurde in die oben 
beschriebene Kiivette (Abb. 3) eine beruBte und in absolutem Alkohol 
gebadete, 1mm dicke Kupferplatte eingestellt; bei der Belichtung wurde 
die vom RuS8 adsorbierte Lichtenergie in Warme umgewandelt. Infolge 
der Ausdehnung der in der Kiivette eingeschlossenen Luft wurde ein in 
der Kapillare K sich befindender Xyloltropfen fortbewegt; der Ausschlag 
des Tropfens wurde mit der auf der Kapillare angebrachten Skala Sk ge- 
messen. Die pro Sekunde einfallende Lichtenergie wurde in Kalorien 
umgerechnet und zwar so, daf die Skala der Kapuillare geeicht wurde. 
Die Eichung geschah mit Hilfe einer zeitlich genau ermittelten elektrischen 
Energie, die durch den Platindraht Pt durchgeschickt wurde. Der dazu 
benétigte Strom eines Akkumulators wurde mittels Milliamperemeters 
gemessen und die Spannung an den Enden des Platindrahtes mit der 
Kompensationsmethode bestimmt. Auf Abb. 4 ist die Eichkurve wieder- 
gegeben; auf der Abszisse sind die Skalenteile, auf den Ordinaten die zu- 
gehoérigen Energien in cal 10—-° sec aufgetragen. 
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Nachdem nun die beruBte Kupferplatte durch eine CuO-Elek- 
trode ersetzt worden war, wurde analog wie oben verfahren und somit 
die vom CuO absorbierte Lichtenergie bestimmt. Wird die Licht- 


0 





Abb. 5. 


1 Uber die Absorption der Lichtfilter von Schott & Gen. siehe J. Plot- 
nikov, Photochem. Arbeitsmethod. im Dienste d. Biol. (Abderhaldens 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 323.) 
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absorption des RuBes zu 94°,' angenommen, so ergibt sich die spek- 
trale Absorption des Kupferoxyds in Prozenten, wie aus Abb. 5 ersicht- 
lich ist. 

Man sieht, daB das Kupferoxyd innerhalb des Wellenlingen- 
bereichs von 660 bis 445 uu durchschnittlich 73°, des auffallenden 
Lichtes der Punktlichtlampe absorbiert. AuBerdem kann man zwei 
ausgepragte Absorptionsmaxima wahrnehmen, und zwar das erste im 
roten Gebiet bei einer Wellenliange von etwa 640 uu, wo die Absorption 
83,8°,, des einfallenden Lichtes betrigt und dann ein zweites Maximum 
bei etwa 530 4, wo die Absorption sogar auf 91,3°, ansteigt. Es ist 
ferner wahrscheinlich (jedoch experimentell nicht festgestellt), dab 
innerhalb des untersuchten Spektralbereichs noch ein kleines Maximum 
bei etwa 475 wu auftritt. 

Es wurde ferner die spektrale Empfindlichkeit des Becequerel- 
Effektes gemessen, und zwar wurden die Lichtpotentiale auch diesma! 
mittels der statischen Methode, d.h. bei offener Zelle, bestimmt. 

Die Kurven auf Abb. 6 und 7 zeigen den spektralen Verlauf der 
Potentialmaxima bei Verwendung von wiisserigen Lésungen von n 1 
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Abb. 7 


! Landolt- Bornstein, Phys.-chem. Tab. Erganzungsbd. 1, 323, 1927. 
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Na, F,,n/1 NaJ und nn] NaCN. Die ersten zwei Elektrolyte wurden 
gemessen, um zu sehen, ob sich Unterschiede in der spektralen Emp- 
findlichkeit des Becquerel-Effektes ergeben wiirden, wie dies auf Grund 
der Versuchsergebnisse mit weiBem Lichte vermutet werden konnte. 
Tatsachlich findet auch eine starke Verschiebung der Maxima, im Ver- 
gleich mit denjenigen der allgemeinen Absorption, sowie auch jener 
der Lésungen untereinander, statt. 

Wie man sieht, ist das Maximum a bei der n/1l NaF,-Lésung 
gegeniiber dem Maximum a der NaJ-Lésung gegen das kurzwellige 
Ende des Spektrums verschoben, und zwar um etwa 24 wu. Das Maxi- 
mum 6 der n/l Na, F,-Lésung befindet sich dagegen bei etwa 547 yy, 
zeigt also gegeniiber dem Maximum 6b bei der n/l NaJ-Lésung eine 
Verschiebung von etwa 32 4 gegen das langwellige Gebiet. Ein von 
den Ergebnissen der Messungen an Na,F,- und NaJ-Lésungen voll- 
kommen abweichendes Verhalten zeigt eine n/l NaC N-Loésung. Aus 
Abb. 7 ersehen wir, dab bei diesem Salz im kurzwelligen Gebiet 
des sichtbaren Spektrums keine photochemische Empfindlichkeit 
vorhanden ist; der Becquerel-Effekt beginnt erst bei etwa 570 wu und 
wachst dann mit zunehmender Wellenlange, und die maximale Emp- 
findlichkeit liegt wahrscheinlich im Gebiet 700 bis 800 wu. Es wurde 
ferner beobachtet, daB die NaCN-Lésungen nach der Belichtung 
in der photogalvanischen Zelle blau gefarbt waren, was bei den anderen 
Salzlésungen nicht der Fall war. In der schwach blauen Lésung konnten 
jedoch weder Cupro- noch Cupriionen nachgewiesen werden, so dab 
man annehmen mu, daBb die Farbe von einem komplexen Kupfer- 
Cyansalz herriihrt. 

Vergleicht man die Kurven der spektralen Empfindlichkeit des 
Becquerel.Effektes (Abb. 6 und 7) mit der allgemeinen Lichtabsorption 
der CuO-Elektrode, so fallt sofort auf, daB das langwellige Maximum 
der spektralen Empfindlichkeit der Na J-Lésung mit dem entsprechenden 
Maximum der allgemeinen Lichtabsorption zusammenfallt (640 ju). 
Dies ist jedoch bei dem zweiten (515 wu) und dritten (448 4) Maximum 
der spektralen Empfindlichkeit nicht der Fall: beide Maxima sind in 
bezug auf die Maxima der Lichtabsorption gegen das kurzwellige 
Gebiet verschoben (etwa 30 yu). Bei der Na, F,-Lésung sieht man, 
daB beide Maxima (617 und 548 yu) verschoben sind, und zwar sind 
sie nahergeriickt, so daB wir es gleichzeitig mit einer Verschiebung 
gegen das kurzwellige bzw. langwellige Gebiet zu tun haben. Endlich 
kann auch der Fall eintreten, daB die kurzwelligen Maxima der all- 
gemeinen Lichtabsorption des Kupferoxydes tiberhaupt keine photo- 
galvanischen Wirkungen hervorrufen, wie dies z. B. bei NaC N-Lésungen 
der Fall ist. Solche Verschiebung der spektralen Empfindlichkeit 
gegeniiber der allgemeinen Lichtabsorption infolge verschiedener Zu- 
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sitze zu lichtempfindlichen Systemen wurde bereits friiher von J. Plot- 
nikov und M. Karschulin' bei Eisensalzen beobachtet. 


Wenn man an die Elektroden einer photogalvanischen Zelle eine a4uBere 
veranderliche, elektromotorische Kraft anlegt, und zwar so, da8 man die 
belichteten Elektroden mit negativen bzw. positiven Potentialen polari- 
sieren kann, so findet man, da8 der photogalvanische Strom bei einem 
bestimmten Wert der anodischen Polarisation der belichteten Elektrode 
gleich Null wird (photogalvanische Charakteristik, Luggin?). Auf dieser 
Tatsache basierend, sehen Goldmann*®, Samsonov*, Winther® u. a. die Vor- 
gange im photogalvanischen Element als rein photoelektrische Erscheinungen 
an. Auf Grund der oben beschriebenen Versuchsergebnisse im spektral 
zerlegten Lichte kann man jedoch die ausschlieBlich photoelektrische 
Deutung des Becquerel-Effekts nicht gelten lassen, vielmehr mu man 
die bei Belichtung der Zellen auftretenden Potentiale bzw. Stréme als 
Folgeerscheinung photochemischer Prozesse an der belichteten Elektrode 
ansehen, 

Da mir die Methodik der Messung der sogenannten photogalvani- 
schen Charakteristik nicht einwandfrei erschien, wurde folgender 
Versuch unternommen. Die belichtete CuO-Elektrode wurde statisch 
mit negativen bzw. positiven Potentialen aufgeladen und bei den 
verschiedenen Potentialen die Aufladungsinderung der Elektrode 
im Lichte gemessen. Abb.8 zeigt den Kurvenverlauf bei einer n/1 
NaJ-Lésung, mit der das Element gefiillt ist. 
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Abb. 8. 


Belichtet wurde das Element mit Licht von 515 mu, welcher 
Wellenlinge das Maximum II der spektralen Empfindlichkeit (siehe 
Abb. 7) entspricht. Aus Abb. 8 ist ersichtlich, daB weder bei positiver 
noch negativer Polarisation (Abszisse) der Becquerel-Effekt, d.h. die 


! Zeitschr. f. Elektrochem. 33, 212, 1927. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 23, 577, 1897; Pihang till Svenska Vet. Akad. 


Handl. 23, Afd. 1, Nr. 6, 1898; 25, Afd. 1, Nr. 1, 1899. 
8 Ann. d. Phys. 27, 449, 1908; 44, 849, 1914; 44, 901, 1914. 
4 Zeitschr. f. wiss. Photogr. 11, 33, 1912. 
5 Zeitschr. f. phys. Chem. 131, 205, 1928; 145, 81, 1929. 
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im Lichte auftretenden Potentiale (Ordinaten) gleich Null werden. 
Erreichen die polarisierenden Potentiale einen gewissen Wert, so werden 
die Ausschlige der Lichtpotentiale konstant. Dieses Resultat laBt 
jedoch eine photoelektrische Erklarung des Becquerel-Effektes nicht 
zu, da ja bei positiver, die Elektronenauslésung verzégernder Aufladung 
der belichteten Elektrode der photogalvanische Strom verschwinden 
muB. Die Abweichungen dieser MeBergebnisse von denen, die bei 
Anwendung der Lugginschen Methode erhalten wurden, kann man 
so erklaren, daB bei der Bestimmung der sogenannten photogalvani- 
schen Charakteristik ununterbrochen ein Strom durch das Element 
geschickt wurde, der chemische Verainderungen an den Elektroden 
verursacht. Bei einem gewissen Wert der anodischen Polarisation 
tritt infolge elektrolytischer Prozesse, die im Elemente stattfinden, 
eine Inaktivierung der belichteten Elektrode ein, so daB der photo- 
galvanische Effekt nicht zustande kommen kann. 

Da sich die mit Persulfat oxydierten Kupferplatten zur quanti- 
tativen Messung des von ihnen absorbierten Lichtes als sehr geeignet 
erwiesen haben, ging ich daran, die vom CuO-Element bei Belichtung 
erzeugte elektrische Energie zu messen; aus den erhaltenen Werten 
fiir die allgemeine Lichtabsorption und der elektrischen Energie der 
Zelle 1aBt sich dann leicht die Quantenausbeute bestimmen, voraus- 
gesetzt allerdings, daB die elektrische Energie des CuO-Elements tat- 
sichlich dem photochemisch wirksamen Anteil des gesamten ab- 
sorbierten Lichtes entspricht. 

Abb. 9 zeigt das Schema der Versuchsanordnung, mit der die 
elektrische Energie des belichteten Becquerel-Elements gemessen wurde. 








nA 


Abb. 9. 
E = Photogalvanische Zelle W = Stipselrheostat 
K = Kapillarelektrometer M = Messbriicke 
A = Akkumulator 


Die optische Anordnung war die gleiche wie bei der Ermittlung 
der spektralen Empfindlichkeit und der allgemeinen Absorption der 
Kupferoxydplatten. Gemessen wurde die maximale Spannung, die sich 
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en. bei der Belichtung des photogalvanischen Elements £ an den Klemmen 1 
len und 2 des Widerstandes W einstellte. Dabei wurde so vorgegangen, 
abt daB bei Belichtung mit einer Wellenlinge zuerst die Spannung zwischen 1 
cht und 2 bei einem Widerstand von 10000 Ohm gemessen wurde, der dann 
ing stufenweise verringert wurde. Man erhalt auf diese Weise Widerstands- 
len Spannungskurven, deren Charakter bei allen gemessenen Wellenlaingen 
bei derselbe war und der in Abb. 10 graphisch wiedergegeben wird!. 
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sich ein Absorptionsmaximum (A), die CuQ-Platte  absorbiert 
10,0 . 10° cal des in der Zeiteinheit einfallenden Lichtes. Entsprechend 
dem Maximum A der allgemeinen Lichtabsorption wurde bei Belichtung 
des photogalvanischen Elementes eine elektrische Energie (Kurve I) 
von 1,0 . 10~° cal/sec gemessen («). Mit fallender Wellenlange wird auch 
die elektrische Energie, die das Element liefert, geringer und erreicht bei 
etwa 555 wu ein Minimum; dann steigt die Kurve II wieder an und 
erreicht ein zweites Maximum £ (9,52 .10~* cal/sec) bei 5154. Man 
sieht jedoch, daB hier die Maxima B und # spektral nicht koinzidieren, 
wie dies bei den langwelligen Maxima A und « der Fall ist. Nach einem 
zweiten Minimum bei etwa 475 uy erfahrt die Kurve II einen weiteren 
Aufstieg y, entsprechend dem Maximum C der allgemeinen Licht- 
absorption. Es ist zu erwarten, daB sich diese Maxima periodisch in 
das ultraviolette, sowie auch in das ultrarote Gebiet erstrecken. Der 
Charakter der einzelnen Kurvenaste (Minimum— Maximum— Minimum) 
der spektralen Verteilung der elektrischen Energie des photogalvanischen 
Elementes entspricht vollkommen den von J. Plotnikov und M. Kar- 
schulin! erhaltenen Kurven der photochemischen Absorption von 
Bichromat, Chromat, Brom, Eisencarbonyl und der Eisensalze. Auf Grund 
des Verlaufs der Kurven in Abb. 6 und 7, sowie auch der Kurve II in 
Abb. 11 kann man mit Sicherheit annehmen, daB die photochemischen 
Prozesse im photogalvanischen Cu O-Element nicht nach der Gleichung 
Q@ = N.h. y verlaufen, da ja in diesem Falle bei groBer Energie des 
einfallenden Lichtes, d.h. bei kiirzeren Wellenlingen, der Becquerel- 
Effekt gréBer sein miiBte, was jedoch nicht der Fall ist. 


Fiir die Lésungen von Na, Fy, NaCl und NaBr lieB sich die photo- 
chemische Absorption bzw. die elektrische Energie, die das photo- 
galvanische CuO-Element bei einer Fillung mit diesen Lésungen 
-liefert, nicht einwandfrei messen, da die bei diesen Lésungen erhaltenen 
Ausschlage sehr klein waren. 


Dabei macht sich wohl auch folgende Erscheinung geltend: In 
Abb. 6 sehen wir, daB bei der Na, F,-Lésung die Maxima der photo- 
chemischen Absorption nahe beisammen liegen und da die Minima 
nicht bis zur Abszisse reichen, wie dies bei der NaJ-Lésung der Fall 
ist. Man mu daher annehmen, daB bei der Na, F,-Lésung ,,photo- 
aktive Komponenten mit mehreren iibereinandergelagerten Streifen 
der photochemischen Lichtabsorption“ vorliegen®. Bei der Na J-Lésung 
hingegen liegen die Maxima der phctochemischen Absorption so weit 


1 Zeitschr. f. Phys. 86, 277, 1926; 38, 502, 1926; Zeitschr. f. Elektrochem. 
38, 212, 1927. 
2? Auf Abb. 6 durch gestrichelte Linien angedeutet. 
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auseinander, daB wir es hier mit sogenannten ,,getrennten Streifen 
der photochemischen Absorption zu tun haben (J. Plotnikov) }. 


Was nun das Verhaltnis der durch die CuO-Platte absorbierten 
Lichtenergie zu der elektrischen Energie, die vom belichteten Element 
geliefert wird, betrifft, so ist aus Abb. 11 ersichtlich, daB im besten Falle 
(bei einer Wellenlange von 640 1) 10°, der eingestrahlten Lichtenergie 
als elektrische Energie erhalten wurde. Uber den photochemisch nicht 
ausgenutzten Teil des Lichtes lassen sich vorliufig keinerlei Aussagen 
machen: jedenfalls gelten jedoch auch hier die Plotnikovschen* Voraus- 
setzungen beziiglich der Umwandlung des absorbierten Lichtes und zwar 
in thermische Energie, Fluoreszenzstrahlung, ferner das Auftreten des 
Raman-Effektes, sowie auch des Lingseffektes, den Plotnikov * entdeckt 
hat. Ich versuchte zwar den in thermische Energie umgewandelten 
Anteil des absorbierten Lichtes zu messen, konnte jedoch vor der Hand 
keine einwandfreien Resultate erhalten. f 

Um auf Grund der experimentellen Ergebnisse Hankels*, Swenn- 
sons®, Lifschitzs® sowie auch dieser Arbeit die photochemischen Vorgange 
im CuO-Element erklaren zu kénnen, muB man folgende Tatsachen 
festhalten. Wie diese Autoren gezeigt haben, sind bei den photo- 
galvanischen Erscheinungen nicht nur durchwegs positive Aufladungen 
der belichteten Becquerel-Elektroden wahrgenommen worden; insbeson- 
dere aber fallt auf, daB man auch an CuO-Elektroden unter gewissen 
Bedingungen bei Beginn der Belichtung das Auftreten von negativen 
Ladungen beobachtet hat, die dann in positive iibergingen. Es ist 
wahrscheinlich, daB diese negativen Ladungen an allen photogalvanisch 
wirksamen Elektroden in mehr oder weniger wahrnehmbarer Weise 
auftreten; so kann man z. B. die zu Anfang der Belichtung auftretende 
Induktionsperiode des Potentialverlaufs als negativen Effekt ansehen, 
der nicht zur vollen Entfaltung gelangt ist. Dieses Auftreten von nega- 
tiven Ladungen schlieBt jedoch die rein photoelektrische Deutungsweise 
des Becquerel-Effektes aus, und unterstiitzt wird dies durch die oben 
angefiihrten Versuche, daB naimlich der Effekt durch statisch an die 
belichtete Elektrode angelegte verzégernde (positive) Ladungen keines- 
wegs zum Verschwinden gebracht werden kann. 

Da die auf Grund des Massenwirkungsgesetzes sowie auch des 
N .h. v-Gesetzes versuchten Deutungen des photogalvanischen Effektes 


1 {, Plotnikov, Lehrb. d: Photochem. 1920, 174. 


S. 
2 Derselbe, Journ. of the Ind. chem. soc. 6, Nr. 4, 635, 1929.” 
8 I. Plotnikov u. L. Splajt, Phys. Zeitschr. 31, 369, 1930. 
4 Hankel, Wied. Ann. 1, 402, 1877. 
5 Inaug.-Diss. Stockholm 1919. 
6 Zeitschr. f. phys. Chem. 128, 87, 1927. 
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versagt haben!, so versuchte ich diesen auf rein photochemische Weise 
zu erklaren. Demnach mu8 man annehmen, dab der primaire Vorgang 
in einer Aktivierung der belichteten Cu O-Molekiile besteht, d.h. dab 
diese infolge von Lichtabsorption in einen energiereicheren Zustand 
versetzt werden. Nun ist jedoch insbesondere fiir zweiatomige Molekiile 
bekannt, daB man ihnen Energiebetrage (2. . 1) zufiihren kann, die 
ihrer Dissoziationsenergie aquivalent sind, ja sogar ein Vielfaches der- 
selben iiberschreiten kénnen, ohne daB jedoch ein Zerfall der Molekiile 
eintritt. So mite z. B. das J,-Molekiil bei Absorption der seiner 
Dissoziationsenergie gleichen Lichtenergie in Atome zerfallen. Tat- 
sachlich kann man aber eine fast doppelt so groBe Energie zufiihren, 
ohne das jedoch ein Zerfall eintritt; das J, beginnt vielmehr infolge 
der Lichtabsorption zu fluoreszieren und dies zeigt bekanntlich an, da 
sich das Molekiil in einem angeregten Zustand befindet. 

In dieser Weise miissen wir uns auch die photochemischen Prozesse 
an den CuQ-Elektroden vorstellen. Infolge des von CuO absor- 
bierten Lichtes tritt vorerst eine Aktivierung ein: 

CuO + 2.h.v—> CuO*; 
erreicht jedoch die von dem CuO absorbierte Lichtenergie einen be- 
stimmten Betrag, so tritt ein Zerfall des aktivierten Molekiils ein: 


CuO* — Cu + O. 


Je nach der Art des Elektrolyten, der sich im Element befindet, 
kénnen verschiedene Reaktionen eintreten. So haben wir z. B. fiir 
Na J-Lésungen: 

Cu + O + 2NaJ — CuJ, + Na,O. 

Da ich jedoch die Bildung des in Wasser unléslichen Cuprojodids 
nachgewiesen habe, so ist ein anderer Reaktionsmechanismus wahr- 
scheinlich, und zwar ein stufenweiser Zerfall des angeregten CuO- 
Molekiils : 

2 CuO* — Cu,0 + O. 

Der freiwerdende Sauerstoff fiihrt zur J,- bzw. J5-Bildung, wie wir 
gesehen haben, und das Kupferoxydul wirkt auf NaJ nach folgendem 
Schema ein: 

Cu,0 + 2NaJ —> 2CuJ + Na,O, 
wobei sich Cuprojodid bildet. 

Erst wenn die vom Cu O-Molekiil absorbierte Lichtenergie sehr groB 
ist, kommt es zu einem vollstandigen Zerfall des Cuprooxyds in Kupfer 
und Sauerstoff, und in diesem Falle lassen sich auch die von Hankel u. a. 
beobachteten negativen Potentiale erklaren. 


‘ Van Dijck, Zeitschr. f. phys. Chem. 120, 282, 1926; 127, 249, 1927. 
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Ist das photogalvanische Element z. B. mit einer Zinksulfatlésung 
gefiillt, so kommt es infolge der Belichtung zu einer Reaktion des Kupfer- 
atoms mit dem Sulfation, wobei die negativen Ladungen des letzteren 
an der Elektrode abgegeben werden. Beim Fortschreiten der Reaktion 
wird immer mehr Kupfersulfat gebildet, und infolge des groBben elektro- 
osmotischen Druckes der Cu’-Ionen, der die Ausscheidung von Kupfer 
an den Elektroden verursacht, wird die anfangs negative Ladung der 
Elektrode positiv. 

Einer iiberaus angenehmen Pflicht nachkommend, mdéchte ich an 
dieser Stelle meinem verehrten Chef, Herrn Prof. Dr. M. Miculicich, fiw 
sein unermidliches Interesse, das er meinen Arbeiten entgegenbrachte, 
sowie auch fiir die mir in jeder Hinsicht erwiesene groBziigige Unterstiitzung 
und Férderung derselben, meinen innigsten Dank aussprechen. 


Zusammenfassung. 


1. AnschlieBend an friihere Untersuchungen mit weibem Licht 
wird der Becquerel-Effekt, der an CuO-Platten auftritt, bei verschiedenen 
Wellenlangen des sichtbaren Spektrums untersucht. 

2. Es wurde die spektrale Empfindlichkeit von Elementen bestimmt, 
die mit Na, F,-, NaJ- und NaCN-Lésungen gefiillt waren. 

3. Es wurde die allgemeine Lichtabsorption der CuQ-Platten 
bestimmt und die durch Belichtung der mit NaJ-Lésung gefiillten 
Elemente entstandene elektrische Energie gemessen. 

4. Da bei positiven, statisch aufgeladenen Elektroden der photo- 
galvanische Effekt nicht zum Verschwinden gebracht werden kann, 
muB man die rein photoelektrische Deutung des Becquerel-Effektes 
ablehnen. Weitere Versuche zur Klairung diesbeziiglicher Fragen sind 
im Gange. 








Uber die Energetik 
der Muskelkontraktion bei aufgehobener Milchsaiurebildung. 


Von 
0. Meyerhof, E. Lundsgaard und H. Blaschko. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 19. April 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bereits vor langerer Zeit berichteten wir in einer vorlaufigen 
Mitteilung! iiber die Warmebildung jodessigsiurevergifteter Frosch- 
muskeln, bei denen, nach der Feststellung des einen von uns?, die 
Milchséurebildung aufgehoben ist. Es wurde hierbei einmal kalori- 
metrisch die Warme gemessen, die bei Zerfall einer bestimmten Menge 
Kreatinphosphorsaure (= Phosphagen) im lebenden Muskel infolge 
der Tatigkeit auftritt und mit der in vitro gemessenen Spaltungswarme 
sowie dem aus dem isometrischen Koeffizienten des Kreatinphosphor- 
siurezerfalls berechneten Wert verglichen; andererseits wurde nach dem 
myothermischen Verfahren von Hill bei einer Einzelzuckung des Frosch- 
sartorius das Verhaltnis von Spannungsentwicklung und Warme be- 
stimmt. Es ergab sich zwischen diesen beiden Versuchsreihen eine 
ungefahre Ubereinstimmung, derart, dab 

a) die Warme bei der Spaltung der Kreatinphosphorséure im 
lebenden Muskel nur wenig gréBer war als die in vitro gemessene 
Spaltungswarme (etwa 150 cal statt 110 bis 120 cal pro Gramm H,P0,): 

b) die unter Zugrundelegung der in vitro gemessenen Spaltungs- 
warme aus dem isometrischen Koeffizienten des Kreatinphosphorsaure- 
zerfalls berechnete Energieproduktion pro Einheit geleisteter Spannung 
etwa ebenso groB war wie in normalen, milchséurebildenden Muskeln, 
wenn man bei diesen die pro 1 g Milchsaéure frei werdende Warme 
(kalorischer Quotient der Milchséure) zugrunde legt, und 








Naturw. 18, 787, 1930. 
oo" 


1 
2 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930; 227, 51, 1930. 
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c) die myothermischen Versuche das normale Verhaltnis von 
isometrischer Spannungsentwicklung und initialer Wairme zeigten. 
Ahnlich groB schien in allerdings nur wenigen Versuchen auch die 
kalorimetrisch gemessene Warme pro Einheit zerfallener Kreatin- 
phosphorsdure bei der Ruheanaerobiose der Jodessigsiuremuskeln 
zu sein. 

Myothermische Versuche hat gleichzeitig mit uns EF. Fischer aus 
dem Frankfurter Physiologischen Institut! (mit bromessigsaure- 
vergifteten Muskeln) angestellt und das gleiche Ergebnis wie wir er- 
halten. Ohne die unter a) und b) genannten Messungen gestatten solche 
Versuche allein natiirlich noch keinen SchluB darauf, ob die initiale 
Warme durch den Zerfall der Kreatinphosphorséure bestritten wird. 
Wir haben die erwahnten, im Juniund Juli 1930 ausgefiihrten Messungen 
bisher nicht ausfihrlich mitgeteilt, weil sich bei der Ausarbeitung 
ergab, daB die Konstanz des isometrischen Warmequotienten nur fiir 
den Beginn der Reizserie des vergifteten Muskels gijltig ist und sowohl 
nach dem myothermischen wie kalorimetrischen Verfahren ein recht 
betrachtlicher WarmeiiberschuB bei Verfolgung der Warmebildung 
iiber langere Zeitriume auftrat, der nicht auf Spaltung von Kreatin- 
phosphorsaéure und nur teilweise auf Zerfall von Adenylpyrophosphor- 
sdure bezogen werden kann. Es laBt sich nun auf verschiedene Weise 
wahrscheinlich machen, daB diese chemisch bisher nicht zu deutende 
Warme im wesentlichen auBer Zusammenhang mit dem Kontraktions- 
vorgang steht, so daB nach wie vor die eigentliche Kontraktionsenergie 
der Jodessigsiuremuskeln, wenigstens zur Hauptsache, auf den Phos- 
phagenzerfall bezogen werden kann. 


I. Kalorimetrische Versuche. 


Methodik. 


Fiir die kalorimetrischen Versuche diente die in versthiedenen Einzel- 
heiten abgeinderte thermoelektrische Anordnung von O. Meyerhof, Mac 
Cullagh und W. Schulz?. Um den Zerfall der Kreatinphosphorséure so zu 
verlangsamen, daB in der Vorperiode von einer Stunde wahrend des Tem- 
peraturausgleichs der Anfangsgehalt sich nicht zu sehr verringerte, wurden 
die Versuche meist bei 10° ausgefiihrt. Der Thermostat befand sich in einem 
thermokonstanten Raum, welcher hierfiir auf 9° reguliert wurde (+ 0,3°). 
Dann ist infolge der Riihrwairme des Thermostaten seine Innentemperatur 
ohne Heizung fast 10°. Einige Versuche wurden zum Vergleich mit den 
myothermischen Messungen bei 19° angestellt. Der Raum war dann auf 
17.5° reguliert. Die Heizung des Thermostaten geschah durch einen Tauch- 


siec ler. 


1 Naturw. 18, 736, 1930; ausfiihrliche Mitteilung: Pfliigers Arch. 226, 
500, 1931. 
2 Pfliigers Arch. 224, 230, 1930. 
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Die Regulation des Thermostaten wurde erheblich verbessert durch 
Einschaltung einer Verstarkerréhre, so daB durch den Quecksilber-Platin- 
kontakt des Thermoregulators nur mehr Stréme von 3 . 10-5 Amp. hindurch- 
gehen, womit jede Funkenbildung unterbleibt und die Empfindlichkeit 
und Konstanz der Regulation bei dauerndem Betrieb ganz erheblich erhéht 
wird. Die Abmessungen der Réhre und der Widersténde waren so gewahlt, 
daB der durch die Magneten des Relais durchflieBende Anodenstrom bei 
Stromschlu8 im Thermoregulator etwa 50 Milliamp. betragt, wodurch 
das Relais umgelegt und der Heizstrom unterbrochen wird, wahrend bei 
Offnung des Thermoregulators der Anodenstrom auf etwa 1 Milliamp. 
sinkt, was das Zuriickfallen des Relais und SchlieBung des Heizstroms 
bewirkt. In dem auf etwa 0,3° konstanten Raum kann so die Regulation 
des Thermostaten auf mindestens 0,001° beliebig lange konstant gehalten 
werden. Geeignete Schaltungen sind schon mehrfach beschrieben worden, 
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Abb. 1. 
Verstirkerschaltung zur Thermostatenregulierung. Beschreibung vgl. Text. 


z. B. von P. van Campen'. Wir anderten das Schema dahin ab, daB die 
zur Verfiigung stehenden 220 Volt Gleichstrom (+ 110 bis 110) sowohl 
Anodenstrom wie Gitterstrom betreiben konnten und so die erforderliche 
Anderung der Anodenstromstarke bei Offnung und SchlieBung des 
Regulators eintrat*. Das Schema ist in Abb. 1 wiedergegeben. Als Réhre 
diente RE 604 von Telefunken. Der 220 Volt Gleichstrom wurde durch 
einen Schiebewiderstand von 4500 Ohm so geteilt, daB etwa 165 Volt fiir 
den Anodenkreis, 55 Volt fiir die Gittervorspannung benutzt wurden. 
Die genaue Einstellung geschah mittels eines Milliamperemeters im Anoden- 
kreis. Der geschlossene Regulatorkontakt bildet einen Kurzschlu8 zur 
Verstarkerréhre, wobei bei dem gewahlten Verhaltnis der Widersténde 
von 1 Megohm und 25000 Ohm sich die Gittervorspannung von etwa 
40 Volt auf 1 bis 2 Volt andert. Als Thermoregulator diente wie bisher ein 
Toluolregulator mit QuecksilberabschluB und Platinkontakt. 


* 1 Zeitechr. f. Elektrochem. 35, 265, 1929. 
2 Fir Beratung ‘sind wir Frau Dr. Hausser dankbar. 
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Die Temperaturmessung geschah mit einem biigelf6rmigen Thermo- 
element, das beiderseits zwei Létstellen aus Kupferkonstantan besaB, 
wobei ein Zeisssches Schleifengalvanometer als Nullinstrument diente. 
Doch wurde nicht, wie in der Arbeit von O. Meyerhof, Mac Cullagh und 
W. Schulz der Kompensationsstrom durch ein Milliamperemeter und das 
Abzweigverhaltnis der Rheostaten bestimmt, sondern es wurde die fiir die 
thermoelektrische Gefrierpunktsbestimmung kiirzlich angegebene Schaltung?! 
mit einem Kompensationsapparat nach Diesselhorst benutzt und die elektro- 
motorische Kraft direkt aus der Kompensationsstellung abgelesen. Eine 
Stelle der vierten Dekade entsprach 0,0011°, in den spéateren Versuchen 
0,0010°C. Vgl. Abb. 2. 


(Ar 











Abb. 2. 


Schaltung fiir thermoelektrische Messung. 
. Zeisssches Schleifengalvanometer als Nullinstrument. 
. Diesselhorst scher Kompensationsapparat. 
. Rheostat. 
. Akkumulator. 
. Gepriifter Siemens-Rheostat im Verhiltnis 1: 100 2 abgezweigt. 
. Kupferner Doppelumschalter. 
. Thermobiigel mit beiderseits zwei Létstellen, Kupfer-Konstantan. 
8. Dewar-Kolben im Thermostaten. 
. Voltmeter (Siemens-10 Ohm-Instrument). 


Oe Owe 


In die Wand des thermokonstanten Raumes war ein wattegefiilltes 
Rohr eingelassen, durch das die Zuleitungsdrahte zum Thermoelement 
sowie die Reizdrihte zu den im KalorimetergefaiB befindlichen Frosch- 
schenkeln hindurchgefiihrt waren, so daB der Raum wahrend des Warme- 
versuchs im allgemeinen nicht betreten zu werden brauchte. Da die Tem- 
peratur des Thermostaten innerhalb von 0,001° konstant blieb. konnten 
die kalten Létstellen des Thermobiigels direkt im Thermostaten als Bezugs- 
temperatur hangen. 


Ausfiihrung der Versuche. 

Die Vorbereitung der Frésche fiir die Versuche geschah nach 
den von E. Lundsgaard gegebenen Vorschriften. Die Monojodessigséure 
(0.4 mg pro Gramm Froschgewicht) wurde in den Riickenlymphsack 
der Frésche eingespritzt, deren Beckennerven am Tage vorher durch- 
schnitten waren. Wenn die Starre der Vorderextremitaten eingetreten 


1 O,. Meyerho/, diese Zeitschr. 226, 1, 1930. 
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war, wurden die Hinterschenkel prapariert, die eine ‘Halfte 6fters zu: 
Bestimmung der Anfangswerte verwendet, wobei die Oberschenke| 
zur Milchséuremessung dienten, wahrend die abpraparierten Gastro- 
cnemien wie die Versuchsmuskeln in den Thermostaten kamen und erst 
bei Beginn der Warmeablesungen auf die verschiedenen P-Fraktionen 
verarbeitet wurden. In gleicher Weise wurden die Muskeln am Ende 
des Warmeversuchs verarbeitet. 


In anderen Versuchen wurden die ganzen Schenkel mit Ausnahme 
der Gastrocnemien einer Seite fiir die Warmemessungen benutzt. 
Diese Gastrocnemien dienten dann gleichzeitig fiir Phosphat- und Milch- 
sdureanfangsbestimmung. Fiir die Ruheversuche dienten je vier bis fiinf 
kleine Schenkelpaare, fiir die Reizversuche je zwei bis drei groBe. Die 

Xeizung geschah stets indirekt, die Schenkel hingen frei in der Ringer- 
lésung an den um die Beckenknochen herumgeschlungenen Reizdrahten 
Die Ringerlésung war vor dem Versuch von Sauerstoff befreit. In einigen 
Fallen wurde n/10000 KCN zugesetzt. In den spateren Versuchen wurde 
stets neben der Kreatinphosphorséurespaltung die Milchsaure bestimmt, 
meist auch der Zerfall des Pyrophosphats und die Veresterung. Eine 
wesentliche Unsicherheit besteht darin, daB der in den Gastrocnemien 
gemessene Phosphatumsatz sich nicht stets in gleicher Weise auch in 
den anderen Muskeln des Warmeversuchs abspielt. Dies Bedenken ist 
nur fiir die langdauernden Ruheversuche gering, wenn diese bis zum 
volligen Zerfall der Kreatinphosphorséure fortgesetzt werden, so dal 
bei dem fast gleichen Anfangsgehalt auch der Zerfall gleich sein mul 
Es wurde deshalb in den spateren Versuchen bei unvollstandigem 
Umsatz neben den Gastrocnemien auch je ein Oberschenkel jedes 
Beinpaares auf Phosphorséure verarbeitet und so der mittlere Endgehalt 
an Phosphagen unter Beriicksichtigung der Muskelgewichte berechnet 


Die indirekte Reizung laBt sich wegen Herabsetzung der Erregbar- 
keit der vergifteten Muskeln iiberhaupt nur bis zum Zerfall von héchstens 
der Halfte der Kreatinphosphorséure durchfiihren, wenn man Joulesche 
Warme durch zu hohe Reizstromstarke vermeiden will. Dann weisen 
6fters am Schlu8B nicht alle Muskeln denselben Grad der Starre auf. 
Die Versuche, bei denen dies besonders festgestellt wurde, sind ein- 
geklammert und fiir die Berechnung nicht benutzt. 

Wenn auch die Milchsdéurebildung stets sehr gering ist, so ist sie 
doch nicht ganz zu vernachlassigen. Die darauf zu beziehende Warme 
betrug in einzelnen Fallen 10 bis 20° der ganzen, wobei angenommen 
wird, dab die Spaltungswirme des Glykogens nebst dem Umsatz der 
Milchséure mit Protein im Muskel fiir sich allein 280 cal betragt. Dieser 
Retrag ist in den korrigierten Werten der Warme (letzte Spalte von 
Tabelle Ib und IIb) in Abzug gebracht. 
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a) Reizversuche. 


Diese wurden in dem mit evakuiertem Deckel versehenen Dewar- 
gefaB ausgefiihrt, das schon in der Arbeit von O. Meyerhof, MacCullagh 
und W. Schulz benutzt war. Wahrend der Reizung und den darauf 
folgenden 50 Minuten, die dem langsamen Temperaturausgleich ent- 
sprachen, wurden nur etwa 0,15 cal pro Gramm Muskel gebildet und 
etwa die Halfte des vorhandenen Phosphagens gespalten. Als Mittel 
der fiinf genaueren Reizversuche ergaben sich 160 cal pro Gramm 
abgespaltene H,PQ,. 

Bei Vergleich mit der myothermisch bestimmten Zuckungswarme 
ist zu beriicksichtigen, daB in den kalorimetrischen Messungen die 


Tabelle I. 
Kalorimetrisch gemessene Warme bei der Reizung von Jodessigséure- 
muskeln. 


A. Warmemessung. 




















- © ' 
E S 8 
=s Gesamt- Sts 1 1 
eS Wirme- Muskel- | 7" | Bog ca eal prog 
Me. Detem e= meBzeit | gewicht - ¥ E ae gesamt Muskel 
sé | wee 
1930 Sek. g is 
1 4. VI 210 55 Min 36,4 200,7 0,026 5,22 0,144 
2 5. VI 220 1 Std., 33,5 196 0,035 6,86 0,205 
40 Min 
3 7 Vie 220  - 47,5 197 0,0305 6,0 0,126 
4 22. VI. 215 aan 44.65 195,5 0,028 5,5 0,123 
5 24. VI. 210 oe 44,1 188,5 0,037 7,0 0,159 
6 Be. Vee 250 65 , 44.0 189 | 0,0205 3,87 0,088 
B. Chemische Verarbeitung. 
mg Milch- 
mg P20, pro g Muskel suare rog || 4 ol >A 
Muskel es Hy PO, 
: ses 5 
1 isch || p Pyro- Sx a. oe s |e 
Nr. | Anorganisch | Phosphagen phosphat 5s | rh .§ =s 
= %%/| vor- |nach-| == aa sé 
% 58 her | her | x% Se | &¢s 
vor- nach- | vor- |nach-| vor- | nach-) E> es c5 t= 
her her her her her her | 2 5 oe oo cm 
-— = 


0,38 


1 | 0,72 0,48 1,81 0,41 0,21 || 1,37) — | — | 1,28 | (112)* 

2 |0,65 044 1,18 054 — — | — | — | 0,17) 0,88 | 230 

8 0,56 0,48 1,27 | 0,62 0,39 0,26) 0,86); — (0,23 0,895 141 

4 0,66 0,55 1,28 | 0,78 | 0,50 0,54 | 0,61 | 0,21 | 0,20 0,69 175 | 175 
5 0,64 0,77) 1,43 0,63 0,56 | 0,37 0,86 | 0,16 | 9,17 1,10 | 144 

6 0,57 | 0,61 1,37 | 0,80 | 0,50 | 0,45 0,58 0,17 | 0,16 0,79 | 111 lil 


Durchschnitt: | 160 


* Verarbeiteter Muskel starrer als der Durchschnitt. 
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anaerobe Ruhewarme mit enthalten ist. Sie betragt fiir 10° und die 
Versuchsdauer von 1 bis 11/, Stunden etwa 0,07 cal pro Gramm Muske! 
und macht also fast die Halfte der gesamten Warme der Reizversuche 
aus. Andererseits entspricht aber die WarmemeSzeit, da sie ja nur den 
Anfangsteil der Ermiidung enthalt, demjenigen Zeitabschnitt der myo- 
thermischen Versuche, in dem der isometrische Warmequotient noch 
nicht wesentlich gesunken ist. 


b) Ruheversuche. 


Alle Ruheversuche sind mit kleineren Kalorimetergefiben von 
60 bis 80 ccm Rauminhalt ausgefiihrt und teilweise bis zur vdélligen 
Aufspaltung der Kreatinphosphorsaéure fortgesetzt. Es besteht nun 
ein bedeutender Unterschied zwischen den im Juni 1930 ausgefiihrten 
Versuchen der Tabelle II, Nr. 1 bis 3, und den im Februar und Marz 1931 
angestellten, Nr. 4 bis 13. Die ersteren fiihrten bei hohem Phos- 
phagenanfangsgehalt innerhalb 6 Stunden bei 10° zu totalem Zerfall 
desselben, wobei die Warme pro Gramm Muskel und Stunde an- 
fangs 0,06 cal betragt und gegen Ende auf einen geringen Bruchteil 
fallt. Die Muskeln in den spateren Versuchen zeigten dagegen bei 
Beginn der Warmemessung meist einen schon wesentlich herabgesetzten 
Phosphagengehalt, die stiindliche Warmebildung fallt hier viel langsamer 
ab und ist sogar nach 8 bis 10 Stunden noch nicht ganz erloschen und 
ebenso das Phosphagen noch nicht ganz verschwunden. Dabei war die 
Jodessigsauremenge und die Vergiftungsdauer die gleiche wie in den 
Sommerversuchen. Auch hier fiel aber, wenn das Phosphagen so gut 
wie vollstandig zerfallen war, wie in dem Versuch 8 bei 10° und in den 
Versuchen 12 und 13 bei 19°, die Wirme am SchluB stark, auf weniger 
als ein Zehntel der Anfangswirmebildung, ab. Bei den Versuchen 


_ mit langsamem Zerfall war die gesamte pro Gramm Muskel gebildete 


Warme erheblich héher, namlich 0,4 bis 0,5 cal pro Gramm, gegeniiber 
den Versuchen im Sommer, wo sie nur etwa 0,3 cal betrug (ohne die 
Warme in der Vorperiode). Bezogen auf den Phosphagenzerfall war 
danach die Warmebildung in den Winterversuchen ganz erheblich 
gréBer. Um festzustellen, ob diese Extrawairme hauptsiachlich in der 
zweiten Halfte des Warmeversuchs auftritt und mit der zunehmenden 
Spaltung der Adenylpyrophosphorséure und der Veresterung im Zu- 
sammenhang stehen kénnte, wurden einige Versuche schon nach 4 bis 
5 Stunden abgebrochen; in der Tat war hier die Warme, bezogen auf 
den Phosphagenzerfall, durchschnittlich geringer als bei den linger 
fortgesetzten Versuchen, aber doch nicht sehr betrachtlich. Obendrein 
war die Pyrophosphatspaltung in diesen spiteren Versuchen verhaltnis- 
maBig gering. Es scheint danach, daB sich bei der Ruheanaerobiose 
ein um so geringerer kalorischer Quotient des Phosphagenzerfalls 
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Tabelle II. Kalorimetrisch gemessene anaerobe Ruhewaérme bei 
aufgehobener Milchséurebildung. 
A. Warmemessung. 
Korri- be’ 
Tempe-| ... Muskel- | Gesamt-| f.orrer cal cal ho 
Nr. Datum maar Warme- ometde cuanaiee —— wd hon g at 
mebzeit wert anstierg gesamt Muskel erster 
oc » oC ” Stunde 
1 6. VI. 10 6 Std. 31.4 59,6 0,128 7,64 | 0,242 0,065 
2 | 18. VL 10 = 32,7 56.5 | 0,159 9,0 | 0,275 0,055 
8 | 20. VI. 10 ee 31,5 57.5 | 0175 10,0 | 0,318 0,060 
30 Min. 
4) 12. IIL. 10 3 Std., 30,1 189 0,036 6,8 0,226 
25 Min. 
5 | 10. Ill. 10 4 Std., 40,8 87 0,104 91 0,222 0,043 
10 Min. 
6 13. II. 10 4 Std., 35,1 85,2 0,088 7.5 0,195 0,040 
30 Min. 
7 || 17. 1. 10 7 Std. 35,9 87 0.125 109 0,803 0,044 
8 || 10. IL. 10 i-_- 31,3 80.2 0,202 16,2 0,518 0,079 
9 5. II. 10 e ou 46.9 85,7 0.235 [20.2 0,43 0,060 
15 Min. 
10 | 11. I. 10 8 Std., 31,4 80,0 0176 14,1 40,45 0,102 
30 Min. 
11 12. IL 10 10 Std., 31,2 81.5 0173 14,1 045 0,054 
30 Min. 
12 18. IL. 19 7 Std., 47,1 87 0,223 (17.5 037 0,14 
40 Min. 
18 || 24. IL. 19 6 Std., 41,1 85,1 0.185 15,7 0,383 0,165 
15 Min. 
B. Chemische Verarbeitung. 
x Milch- n 
mg P.O; pro g Muskel hcg 1 “5 cal pro g 
Muskel sé Hy PO, 
Nr. Anorganisch Phosphagen sheet zs | il 
a . ae dee ey vor- nach- 7 
: her her =e 
vor- nach- vor- nach- vor- nach- <cF 
her her her her her her ee 
1 0,52 0,51 1,11 0,00 0,44 0,03 0,14 1,53 158 
2 0,45 0,70 |1,24 0,04 — — 0,15 0,26 1,650 166 148 
3 060 0,64 1,39 0,05 0,58 0,11 017 0,24 1,87 170 159.5 
4 0,348 0,471 0,756 0,207 0,08 0,27 0,73 294 237 
5 0,538 0,546 0,882 0,368, 0,388 0,30 1,0 0,04 015 0,71 312 270 
6 0,444 0,353 0,926 0,572 0,02 0,08 0475 447 410 
7 0,550 0,50 (0,985 0,205 0,36 0,20 1,0 015 015 1,08 280 280 
8 0,520 1,02 |0,960 0,024 026 015 0.30) 0.06 0,15 1,29 400 380 
9 0,730 0,905) 1,08 0,385 0,23 0,29 040 0,03 0,154 0,96 450 415 
10 0,622 9,598) 1,305 0,275 0,23 018 0,95) 0,09 0175 1,41 315 295 
11 0,482 0,623 1,188 0,350 0.14 0,226 1,15 3892 370 
12 0,569 0,852 0,601 0,026) 0,40 0,06 0,167 0.20 0,795 462 450 
13 0,376 1,27 0,567 0,010) 0,47 0,12 0.1160.116 0,78 490 490 














334 O. Meyerhof, E. Lundsgaard u. H. Blaschko: 


ergibt, je rascher dieses zerfallt. Dies spricht dafiir, daB es noch eine 
von dem Phosphagenumsatz unabhaingige exotherme Reaktion gibt, 
die wahrend der Ruheanaerobiose proportional mit der Zeit verlauft, 
und ebenfalls allmahlich mit dem Starrwerden des Muskels zum Still- 
stand kommt, aber langsamer, wie die Spaltungswarme des Phosphagens. 
In den zwei wiedergegebenen Versuchen bei 19° war der Anfangsgehalt 
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Korrigierter Temperaturanstieg bei rascher und vollstindiger Spaltung des Phosphagens in 
der Ruheanaerobiose bei 10° (Versuch 3, Tabelle I). 
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Abb. 4. 
Korrigierter Temperaturverlauf bei langsamer unvollstindiger Spaltung des Phosphagens in 
der Ruheanaerobiose bei 10° (Versuch 7, Tabelle Il). Der geringe Anstieg der Warmebildung 
nach 5 Stunden entspricht wahrscheinlich der Starreausbildung. 


an Phosphagen zu Beginn der Messung wegen der erhéhten Zerfalls- 
geschwindigkeit schon recht klein. Andererseits ist der Zerfall dann in 
6 bis 8 Stunden vollstandig. Es wird also hier der Endabschnitt der 
anaeroben Warme des vergifteten Muskels gemessen. Dementsprechend 
ist die Warme, bezogen auf den Phosphagenzerfall, in diesen 
beiden Versuchen héher als in allen iibrigen. Als Beispiel des 
Warmeverlaufs der Ruheanaerobiose ist in Abb. 3 der Temperatur- 
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anstieg von Versuch 3 wiedergegeben, in dem das Phosphagen in 
7 Stunden vollstandig zerfallt und die Warme zum SchluB stark absinkt, 
und ferner in Abb. 4 der Versuch 7, in dem in der gleichen Zeit Phos- 
phagenzerfall und Warmebildung noch nicht zum Stillstand gekommen 
sind. In diesen sowie in einigen anderen Versuchen zeigt sich nach 
etwa 5 Stunden ein deutlicher Anstieg der Warmebildung, der offenbar 
der Starrewirme der myothermischen Versuche entspricht. Diese 
ist im allgemeinen bei den kalorimetrischen Messungen nicht sehr 
ausgesprochen, weil sich die Starre in den einzelnen Schenkelmuskeln, 
besonders aber in den verschiedenen Schenkelpaaren, nicht zur gleichen 
Zeit ausbildet und darum natiirlich die Warmekurve stark abgeflacht 
werden muB8, wahrend in den myothermischen Versuchen sich ein 
umschriebener Anstieg der Warme ergibt. Abb.5 gibt den Warme- 
verlauf bei 19° (Versuch 12) wieder, bei dem das Phosphagen am 
SchluB total zerfallen ist, 
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Korrigierter Temperaturanstieg bei vollstandiger Spaltung des Phosphagens in der Ruhe- 
anaerobiose von 19° (Versuch 12, Tabelle II). 


II. Myothermische Versuche. 
Methodik. 


Auf eine ausfiihrliche Beschreibung der Methodik sei hier verzichtet, 
da sie kaum wesentlich von der im Institut von A. V. Hill ausgearbeiteten 
abweicht!. Wir machen daher hier nur einige Angaben iiber die besonderen, 
von uns benutzten Apparate. 

Die Thermoséulen sind vom Ganzmetalltypus nach Art derjenigen, 
die von A.C. Downing auf dem Internationalen Physiologen-Kongre8 in 
Boston 1929 demonstriert wurde?. Es kamen zwei Instrumente zur Ver- 
wendung, die nach der Methode von Wilson*® durch elektrolytische Ver- 





1 J. L. Parkinson, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 4, 
Teil 13, 1930 (s. insbesondere Schaltungsskizze Abb. 60, 8. 236). 

2 Amer. Journ. of Physiol. 90, 331, 1929. 

3 Proc. Phys. Soc. London 82, 326, 1920. 
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silberung hergestellt sind. Das eine Instrument ist fiir Sartorius-Doppel- 
préparate eingerichtet; es besitzt 72 Windungen mit je 144 kalten und 
warmen Thermo-,,Létstellen**. Sein Widerstand betragt 48 Ohm.  Fiir 
die Versuche in fliissigem Paraffin wurde eine differentielle Thermoséule 
Létstellen*‘ nur auf der Mitte der beiden Oberflachen 


benutzt. bei der ,, 

des Instruments angebracht sind. Es besitzt 75 Windungen und 2 x 75 
,,L6tstellen’. Sein Widerstand betragt 50 Ohm. Dieses Instrument wird 
mit einem einzelnen Sartorius benutzt. 

Als Galvanometer dient ein Drehspuleninstrument nach Zernicke, 
Typ Ze der Firma Kipp & Zonen, Delft. Die Empfindlichkeit betragt 
in der gebrauchten Anordnung 6,5 .10—'° Amp. pro Millimeter Ablenkung 
bei einem Skalenabstand von 2,5m. Im Bedarfsfall konnte zur Herab- 
setzung der Empfindlichkeit ein Vorschaltwiderstand eingeschaltet werden, 
wozu ein mit Kupferklemmen versehener thermokraftfreier RKheostat der 
Firma Gambrell Brothers, London, diente. 

Zur Eichung wurde teils der staédtische Wechselstrom von 220 Volt. 
teils ein rein sinusférmiger Wechselstrom von 220 Volt benutzt, der durch 
einen Wechselstromgenerator im Maschinenraum unseres Instituts erzeugt 
wurde. Durch einen Klingeltransformator wurden die Stréme auf die 
Heizung erforderlichen Zeiten 
Kontaktunterbrechers 
V. Hill 


geeignete Spannung umgeformt. Die zur 
des Heizstroms wurden mittels eines rotierenden 
nach Keith Lucas hergestellt. Die Eichung wurde nach dem von A. 
angegebenen Schema”? vorgenommen. 

Die Thermoséule war in einen Thermostaten versenkt, dessen Tem- 
peratur durch einen Toluolregulator und Gasheizung auf 18,300° + 0,002 
gehalten wurde. 

Der Spannungshebel war an einem Stativ von C.F. Palmer, London, 
befestigt, das eine genaue Langeninderung des Muskels gestattete ('/; Um- 
drehung des Griffes = 1 mm). 


Ausfiihrung der Versuche. 

Verwendet wurden Sartorien von Temporarienmannchen. Nach 
der Praparation wurden sie auf die Thermosaule gespannt, in den Thermo- 
staten versenkt und 1 Stunde unter Sauerstoffdurchleitung in Ringer- 
lésung gelassen. Dann wurde die Ringerlésung aus der Muskelkammer 
herauspipettiert. In einigen Probezuckungen wurde die maximale 
Reizstairke ermittelt sowie die Ausgangslinge, die maximale Spannungs- 
entwicklung ergab. MHandelte es sich um die Bestimmung des iso- 
g Spannung . cm Lange Ca Che ea 

gem initiale Warme H 
Bezeichnung von Hill), so wurden, nachdem das Galvanometer in die 
Ruheablenkung zuriickgekehrt war, einige Reizungen im Abstand von 
etwa 3 Minuten vorgenommen, bei denen der maximale Ausschlag des 
Galvanometers abgelesen wurde. Gleichzeitig wurden die Spannungen 


metrischen Warmekoeffizienten 


a 
1 Verfertigt von Herrn J. L. Parkinson, University College, London. 
* Proc. Roy. Soc. B. 108, 129, 1928. 
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registriert. Die benutzte Schaltung ist kiirzlich in der erwahnten 
Arbeit von J. L. Parkinson ausfiihrlich beschrieben worden!. 

Zur Messung der anaeroben Gesamtwarmebildung der vergifteten 
Muskeln wurde die Kammer mit Stickstoff gefiillt, ein langsamer 
Stickstoffstrom wurde auch wahrend des Versuchs aufrecht erhalten. 
War die Galvanometerablenkung konstant geworden, so wurde, nachdem 
zuvor meist der Quotient : cr an —~- in einigen Einzelzuckungen 
Warme 
gemessen war, eine bis zur Vollendung der Starre dauernde Reizserie 
gegeben; der Abstand zwischen zwei Reizen betrug 2 Sekunden. Es 
wurde die Zeitablenkungskurve des Galvanometerausschlages gemessen 
und daraus dann die Warmebildung berechnet. Die fiir diese Berechnung 
erforderliche Eichung ist von Hill in der oben erwahnten Arbeit ebenfalls 
beschrieben. Zur Auswertung kam die Flache, die die Zeitablenkungs- 
kurve mit einer Geraden bildet, die den Ausschlag zum Reizbeginn 
mit dem Punkt verbindet, in dem die Ablesung wieder konstant oder 
annahernd konstant geworden ist. Bei den Versuchen in Stickstoff 
ist die Ablenkung nach der Reizung betraichtlich héher; das erklart 
sich aus der Zunahme des osmotischen Druckes im Muskel und der 
dadurch verursachten Kondensation von Wasserdampf auf der Muskel- 
oberflache. Um die dadurch bedingte Ungenauigkeit zu verkleinern, 
wurden einige Versuche nicht in Stickstoff, sondern in fliissigem Paraffin 
ausgefiihrt?. In diesen Versuchen wurde nach Entfernung der Mono- 
jodacetat-Ringerlésung das Instrument fiir einen Augenblick aus 
dem Thermostaten herausgenommen und das GlasgefaB gegen ein mit 
fliissigem Paraffin gefiilltes ausgewechselt, das vorher bereits im Thermo- 
staten gehangen hatte, und durch das Stickstoff durchgeleitet worden 
war. Auch wahrend des Versuchs wurde Stickstoff langsam durch die 
Muskelkammer durchgeleitet. Zu den Versuchen in fliissigem Paraffin 
wurde die differentielle Thermosdule benutzt; diese Thermosiule war 
nicht von einem Bezug von Wachs und Paraffin bekleidet wie die 


andere. 


a) Bestimmung des isometrischen Warmekoeffizienten von 
Jodessigséuremuskeln bei schwacher Ermiidung. 
Zunichst wurden, wie bereits in der vorlaufigen Mitteilung be- 
schrieben, eine Reihe von Messungen an gleichartigen unvergifteten 
wie mit Jodessigséure vergifteten Muskeln durchgefiihrt. Sie ergaben 
etwa dieselben Mittelwerte des Warmequotienten von 3 bis 4. Diese 
Versuche sind hier nicht noch einmal wiedergeyeben, da spatere genauere 


1 Vgl. Parkinson, |. c., Abb. 60, 8. 236. 
2 Siehe A. V. Hill u. P. Kupalov, Proc. Roy. Soc. B. 106. 445, 1930. 
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Versuche, in denen an demselben Muskel der Quotient in unvergiftetem 
und vergiftetem Zustande bestimmt wurde, zu dem gleichen Resultat 
fiihrten. Eine derartige Anordnung mit dem gleichen Ergebnis ist 
auch in der schon erwahnten Arbeit von EZ. Fischer benutzt worden. 

In der Tabelle III sind stets die Mittelwerte der Warme und 
Spannung von einer Reihe von Zuckungen wiedergegeben. Zunachst 
wurden die Versuche an normalen Muskeln in Sauerstoff gemacht, 
dann wurde die Kammer mit Ringerlésung unter Zusatz von 1/5; 999 
Jodessigsiure (neutralisiert) gefiillt. In dieser Lésung wurden die 
Muskeln unter Sauerstoffdurchleitung 50 bis 60 Minuten belassen. 
Nach Herauspipettieren der Ringerlésung wurde die Messung an den 
vergifteten Muskeln in gleicher Weise wiederholt. Dann wurde Stickstoff 
eingeleitet und der Muskel bis zum Eintritt der Starre gereizt, um 
den Erfolg der Vergiftung zu kontrollieren. Im tbrigen war fiir die 
gleiche Vergiftungszeit und Konzentration bereits in der voran- 
gegangenen Arbeit von LE. Lundsgaard festgestellt, daB die Sartorien 
unter den Versuchsbedingungen keine Milchsiure mehr _bilden. 
SchlieBlich wurde nach der Elektrokution die Eichung vorgenommen. 
Die in der Tabelle wiedergegebenen Zahlen fiir Spannung und initiale 
Warme sind als Mittel von drei bis vier Einzelbestimmungen gewonnen. 


Tabelle III. 


Isometrischer Warmekoeffizient von Sartorien (Doppelpréparat) vor und 
nach der Vergiftung mit Jodessigséure. 





Isometrischer 











we “= 4 ——- Warmekoeffi- 
a ergiftung Vergiftung zient 
Nr. Datum lange | gewicht . ae s acer : F 
Span- | initiale | Span- _ initiale Vor Nach 
nung Wirme nung Wirme Vergif- | Vergif- 
1930 em g g gem g gem tung tung 
I 13. XII. 3,4 0,184 39 24,5 || 29 16,7 5,4 5,9 
2 15. XII. 3,8 0,310 495 245 | 44 2 7,65 7,55 
3 16. XII. 4,0 0,282 69,6 33,95 | 42,25 | 21,05 82 8,05 
4 17. XII. 3,6 0,272 45,5 | 31,5 | 34,1 27,3 5,2 | 4,5 


Die Tabelle bestatigt in noch eindeutigerer Form unsere friiheren 
Angaben, daB pro Einheit entwickelter Spannung der Muskel in nor- 
malem und vergiftetem Zustande die gleiche initiale Warme produziert. 
Indessen gilt dies nur fiir solche Stadien der Vergiftung, in denen der 
Muskel noch nicht weitgehend ermiidet und ganzlich frei von Starre 
ist. In dem letzten Versuch der Tabelle ist diese Bedingung nicht mehr 
ganz erfiillt. Hier blieb zwischen den einzelnen Reizen schon ein kleiner 
Spannungsriickstand. Der Quotient ist jetzt kleiner. Wartet man 
noch langer oder erschépft man den Muskel durch haufigere Reize, so 
sinken die Spannungen schneiler ab als die Warmeentwicklung. Diese 








‘m 
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Beobachtung, die auch von E£. Fischer und ebenso, laut brieflicher 
Mitteilung, von Professor A. V. Hill gemacht wurde, ist von uns in 
bezug auf die Gesamtwarme, die hierbei noch abgegeben wurde, naher 
untersucht worden. 


b) Warme bei fortgesehrittener Ermiidung und Starre 

des Muskels. 

Da mit fortschreitender Erschépfung des vergifteten Muskels die 
Konstanz des Verhaltnisses von Warmebildung und Arbeitsleistung 
aufgehoben wird, so ist es unzulassig, mit dem fiir einzelne Zuckungen 
gefundenen Quotienten die Gesamtwarmebildung aus der gesamten 
geleisteten Spannung zu berechnen. Obendrein umfafBt die Gesamt- 
warme, die in einem vergifteten Muskel vom Beginn einer Reizserie 
bis zum AbschluB der Starrebildung frei wird, nicht nur die Warme- 
bildung, die im Augenblick der Zuckungen auftritt, sondern noch eine 
weitere, die — zeitlich nicht an die Kontraktion gebynden — in einem 
Zusammenhang mit der allmahlichen Entwicklung dér Starre zu stehen 
scheint!. Diese Warmebildung, die auch von Fischer und, wie wir 
inzwischen erfuhren, auch von Professor A. V. Hill beobachtet wurde, 
kommt also zu der eigentlichen auf die Kontraktion zu beziehenden 
Warmebildung hinzu. DaB es infolgedessen schon in einem verhaltnis- 
mabBig friihen Stadium der Vergiftung unméglich ist, aus einer Zuckungs- 
serie den isometrischen Warmekoeffizienten fiir die einzelne Zuckung 
richtig zu berechnen, geht aus der Tabelle IV hervor, die zeigt, daB 
der Wert des Koeffizienten fiir eine Serie immer kleiner ist als fiir die 
vorhergehenden und folgenden Einzelzuckungen. Der vergiftete Muskel 
unterscheidet sich also in dieser Hinsicht vom normalen*; es wird 


T abe lle IV. 
Warmekoeffizient in aufeinanderfolgenden Einzelzuckungen und Zuckungs- 
serien von Jodessigséuremuskeln (Versuch vom 6. Februar 1931). Muskel- 
gewicht 236 mg. Muskellange 3,8 cm. 





Aufeinanderfolgende Reize — ee eae 
3 Zuckungen (Mittel). 30 45 5.7 
Serie (16 Zuckungen) 709 725 3.9 
3 Zuckungen (Mittel) . 33.5 45.2 5.1 
Serie (15 Zuckungen) 631 638 3.8 
3 Zuckungen (Mittel) . 31,2 34,1 4,2 
Serie (16 Zuckungen) 671 450 2,55 
3 Zuckungen (Mittel) . 29.7 17.2 3,15 
1 Auf die Starrewarme wird im folgenden nicht im einzelnen ein 


gegangen, sie wird in einer weiteren Arbeit naher untersucht. 
2 4. V. Hill, Proc. Roy. Soc. B. 108, 171, 1928. 
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auch im Intervall von Einzelzuckungen eine nicht unbetrachtliche 
Warme frei!. 

Uber die Ausfiihrung der Versuche ist das Wesentliche bereits oben 
angegeben worden. Die Muskeln wurden 50 bis 60 Minuten in der 
Monojodacetatlésung belassen, und nach Entfernung der Lésung wurde 
zuerst die maximale Ablenkung des Galvanometers bei Einzelzuckungen 
gemessen ; danach wurde in einer Reizserie die gesamte Warme bis zur 
Vollendung der Starre bestimmt. In der Tabelle V ist angegeben, 
welche von den Versuchen in Stickstoff und welche in fliissigem Paraffin 
vorgenommen sind. Alle technisch einwandfreien Versuche sind in der 
Tabelle niedergelegt ; wir sind geneigt, den Versuchen in Paraffin mehr 
Gewicht beizulegen, weil, wie bereits oben erwahnt, die Erhéhung 
der Ruhewarme durch Zunahme des osmotischen Druckes hier in Fort- 
fall kommt. Mit einer gewissen Unsicherheit sind allerdings auch diese 
Bestimmungen behaftet: Das Galvanometer zeigt auch nach AbschluB 
der Beobachtung noch eine Ablenkung, die einige Stunden lang, all- 
mahlich kleiner werdend, bestehen bleibt. Diese Warmebildung ist 
von uns hier nicht beriicksichtigt worden; mit dem Zerfall von Phos- 
phagen kann sie nicht zusammenhangen, da dieser nach AbschluB 
der Starreentwicklung vollendet ist. 

Wir haben den Versuch gemacht, den der Kontraktion zuzu- 
ordnenden Anteil der gesamten Warme aus der gesamten Spannungs- 
leistung zu berechnen, unter der Annahme, daB der isometrische 
Koeffizient, wie wir ihn zu Anfang des Versuchs ermittelten, konstant 
bliebe. Diese Voraussetzung wird wohl nicht streng erfillt sein; wie 
Fischer und auch Hill annehmen, wird sich nach dem Einsetzen der 
Starre wohl ein gewisser Anteil der Spannung der Registrierung ent- 
ziehen: aber es ist nicht wahrscheinlich, daB es sich um einen groben 
Bruchteil der Gesamtspannung handelt, der auf diesem Wege der 
Messung verloren geht. Jedenfalls geht aus den beiden letzten Spalten 
der Tabelle V hervor, daB die Gesamtwarme um 50 bis 100°, gréBer 
ist als der nach dieser Annahme auf die Kontraktion entfallende Anteil. 

In der Tabelle VI sind samtliche Bestimmungen der Gesamtwarme 
in fliissigem Paraffin zusammengestellt. Da fiir diese Versuche, wie 
bereits oben erwahnt, nur ein Muskel benutzt wurde, konnte der 
Sartorius der anderen Seite zur Bestimmung des Phosphagenanfangs- 
gehalts verwendet werden, nachdem er bis zum Beginn der Reizung 
des Versuchsmuskels ebenso wie dieser behandelt worden war. Es ist 
in der Tabelle neben der Gesamtwarme also auch die Warmebildung 


! Nach einer miindlichen Mitteilung von Herrn Professor A. V. Hill 
fand er neuerdings auch bei Einzelzuckungen normaler Muskeln eine anaerob 
verzégerte Warme, die etwa 10°, der initialen Warme betragt. 
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pro Milligramm vorhandene Phosphagen-H,PO, angegeben; es wird 
dabei von der Voraussetzung ausgegangen, daB zum SchluB alles vor- 
handene Phosphagen zerfallen ist. Da®B dies annihernd der Fall ist, 
zeigen weitere Versuche, in denen die Muskeln im Augenblick des Auf- 
hérens der Kontraktionsfahigkeit nicht, wie sonst, durch ,,Elektro- 
kution’ getétet und zur Eichung elektrisch erwarmt, sondern zur 
Bestimmung des Endgehalts an Phosphagen benutzt wurden. Es ergibt 
sich, daB mindestens 90°, des Phosphagens zerfallen waren (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 


Phosphagenzerfall in den auf der Thermoséule gereizten Muskeln. 








Direkt y i 
Muskelgewichte best. Phosphat a 
a mg P.O; ing Vast Phospha- Gesamt- 
Nr. mg pro g¢ Muskel pro g Muskel genzerfall spannung 
ungereizt gereizt ungereizt gereizt ungereizt gereizt %o 4 
1 133 136 1,815 0,249 1,497 0,0 100 1113 
2 132.5 126.5 1,91 0,369 1,572 0,10 94 1721 
3 145 136.5 1,79 0,445 1,391 0,152 89 812 


Aus der Tabelle VI folgt, daB die Gesamtwarme vom Beginn der 
Reizung bis zum AbschluB der Starre zwischen 0,24 und 0,58 cal pro 
Gramm Muskel betragt, im Durchschnitt 0,384 cal. Einen ahnlichen 
Mittelwert hat auch, wie wir erfahren, Professor A. V. Hill in ahnlich 
angelegten Versuchenerhalten!. Ferner werden pro Gramm Phosphagen- 
H, PO, zwischen 166 und 273 cal, im Mittel 212 cal, frei. Diese letztere 
GréBe schwankt weniger als die Gesamtwirmebildung, und es besteht 
eine deutliche Beziehung dieser letzteren zum Phosphagengehalt. 
Die Warme ist groB, wo dieser hoch ist, wie in den Versuchen 5, 8 und 11 
(Tabelle VI) und klein, wo er niedrig ist, wie in Versuch 2. Die Ver- 
suche 1, 2, 3 und 12 sind auch schon in Tabelle V (unter Nr. 5, 6, 7 und 8) 
aufgefiihrt. Dort ergab sich, daB der ,,Kontraktionsanteil’* der Warme 
in diesen Versuchen gegen 70°, ausmacht. Wenn dies im Durchschnitt 
fiir alle Versuche in Paraffin gelten sollte, und wenn weiterhin das 
Phosphagen in der kurzen Reizserie von 5 bis 6 Minuten nahezu ganz 
im Zusammenhang mit der Kontraktion zerfallt (also der Ruhezerfall 
praktisch nicht in Betracht kommt), so wiirde der mit der Tatigkeit 
verbundene Phosphagenzerfall eine Warmebildung von 0,7. 210 
= 147 cal pro Gramm H,PO, zeigen. Diese Zahl nahert sich also 
bereits der Spaltungswirme des Phosphagens in vitro (110 bis 120 cal) 
und noch mehr der aus dem isometrischen Koeffizienten des Phos- 
phagenzerfalls Kn, berechneten Zerfallswarme in vivo von 138 cal. 


1 Vgl. Proc. Roy. Soc. London (B) 108, 148, 1931. 


Biochemische Zeitschrift Band 236. 93 
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Ubrigens ist in zwei Versuchen Nr. 2 und 12 der Tabelle VI gleich- 
zeitig der isometrische Warmekoeffizient der einzelnen Zuckungen, 
die Gesamtspannung sowie der Phosphagenanfangsgehalt bestimmt. 
In diesen beiden vollstandigen Versuchen berechnet sich auf die an- 
gegebene Weise die Zerfallswarme des Phosphagens bei der Kontraktion 
zu 126 und 119 cal, also eine besonders gute Ubereinstimmung mit der 
Spaltungswarme in vitro}. 


Diskussion. 


Aus den voranstehenden Versuchen, sowohl den kalorimetrischen 
wie den myothermischen, geht hervor, daB neben der Phosphagen- 
spaltung noch andere warmeliefernde Prozesse in Jodessigséuremuskel 
vorkommen. Besonders groB scheint der Betrag bei den langdauernden 
Ruheanaerobioseversuchen. Macht man die durch  verschiedene 
Argumente, insbesondere die py-Anderung? zu stiitzende Annahme, 
daB die Umwandlung in vivo ebenso verlauft wie in vitro, und dab 
dabei etwa 12000 cal pro: Mol oder 120 cal pro Gramm H,PO, wie 
bei der Saéurespaltung frei werden (bei der enzymatischen Spaltung 
ergeben sich 150 cal’, jedoch miissen diese Versuche als weniger genau 
betrachtet werden), so berechnet sich der nicht auf diese Umwandlung 
zu beziehende Betrag in den Versuchen 8 bis 13 der Tabelle II auf 
0,3 cal pro Gramm Muskel. Sehr viel kleiner, nur etwa 0,1 cal, ist dieser 
UberschuB bei dem rascher verlaufenden Zerfall in den ersten Versuchen 
derselben Tabelle. Diese Extrawarme steht offenbar nicht in Zu- 
sammenhang mit der Phosphagenspaltung und tritt um so mehr in 
den Vordergrund, je weiter diese vorgeschritten ist. Trotzdem fallt 
auch diese Extrawarme nach AbschluB der Starre sehr erheblich ab. 
Sie betrigt z.B. am SchluB der etwa siebenstiindigen Anaerobiose- 
versuche bei 19° (Nr. 12 und 13) nur noch 0,01 cal pro Gramm Muskel 
und Stunde und wiirde damit in der Gesamtzeit kaum ein Viertel des 
Warmeiiberschusses decken kénnen. Neben der Phosphagenspaltung 
geht im Jodessigsaéuremuskel noch der Zerfall der Adenylpyrophosphor- 
siure in Inosinséure, Ammoniak und Phosphorséure vor sich, sowie 
die Veresterung des Phosphats. Die enzymatische Spaltung der Adenyl- 
pyrophosphorsaure ist nach noch nicht veréffentlichten Versuchen von 


1 Zwei weitere, nach Niederschrift der Arbeit durchgefiihrte Versuche, 
in denen der isometrische Warmekoeffizient fiir die Einzelzuckung des 
unvergifteten Muskels, die Gesamtspannung sowie der Phosphagenanfangs- 
gehalt nach Vergiftung bestimmt wurden, ergaben in gleicher Weise 127,5 
und 143 cal pro Gramm H,PO,, so daB sich der Durchschnitt von vier derartig 
angelegten vollstandigen Versuchen, zu 119 cal, in bester Ubereinstimmung 
mit der Hydrolysenwirme des Phosphagens ergibt. 

2 F. Lipmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 227, 84, 1930. 

3 O. Meyerhof u. J. Suranyi, ebendaselbst 191, 106, 1927. 
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O. Meyerhof mit einer betrachtlichen Warmebildung verknipft, namlich 
etwa 34000 cal pro Mol oder 170 cal pro Gramm H,PO,, wobei, wie 
es scheint, etwa ein Drittel auf die Abspaltung des Ammoniaks und 
zwei Drittel auf die Abspaltung der Phosphorsaure entfallen. Bei der 
groBen Pyrophosphatspaltung in den Versuchen | bis 3 der Tabelle II 
wiirde diese Warme etwa 0,09 cal pro Gramm Muskel betragen und 
den ganzen WarmeiiberschuB erklaren kénnen. Bei der protrahierten 
Spaltung in den anderen Versuchen im Winter ist dies aber nicht der 
Fall, zumal die Spaltung des Pyrophosphats hier gering ist. Es bleibt 
noch ein unerklarter Rest von 0,25 cal pro Gramm Muskel iibrig. Die 
Warme fiir die Veresterung ist zu vernachlassigen, wenn man von der 
Entionisierung des Proteins absieht!. Dies empfiehlt sich deshalb, 
weil die Sauerung durch Veresterung die Alkalisierung durch die 
Phosphagenspaltung bei neutraler Reaktion gerade kompensiert, so 
daB sich das py praktisch nicht andert. 

Anders ist die Warmebilanz der Tatigkeitsversuche. Bei der teil- 
weisen Ermiidung in den kalorimetrischen Versuchen, die einen Mittel- 
wert von 160 cal pro Gramm abgespaltener Phosphorsaiure ergaben, 
betragt die UberschuBwarme nur etwa 0,05 cal pro Gramm. Der Pyro- 
phosphatzerfall kann hier vernachlissigt werden. Vielleicht kommt 
dieser Uberschu8 zur Hauptsache auf die einstiindige Ruheperiode, 
jedenfalls werden drei Viertel der Gesamtwarme durch die Spaltungs- 
wairme des Phosphagens bestritten. 

Noch giinstiger liegen die myothermischen Versuche fiir eine 
genaue Berechnung des Anteils der Kontraktionswarme. Da nach 
den Versuchen von E. Lundsgaard? der isometrische Koeffizient des 
Phosphagenzerfalls sich bei fortschreitender anaerober Erschépfung 
bis zur Starre nicht andert, ist man berechtigt anzunehmen, dab auch 
die auf den Phosphagenzerfall zu beziehende Warme in konstantem 
Verhaltnis zur Spannungsentwicklung steht. Dieser. Warmeanteil 
ist im Vorstehenden aus dem anfanglichen isometrischen Warme- 
koeffizienten und der gesamten Spannungsleistung bis zur Erschépfung 
berechnet. Unsicher ist, ob man mit dem isometrischen Warme- 
koeffizienten der einzelnen Zuckungen oder dem der anfanglichen 
Zuckungsserie, welcher kleiner ist, rechnen soll. Die Verkleinerung 
beruht auf einer in das Intervall zwischen den Zuckungen fallenden 
Warmebildung. Diese ist méglicherweise auf einen gesteigerten Zerfall 
des Phosphagens irn AnschluB an die Kontraktion zuriickzufiihren, wie 
es im AnschluB an die tetanische Reizung beobachtet ist*. In den 


1 O. Meyerho/ u. J. Suranyi, a. a. O. 
2 Diese Zeitschr. 227, 51, 1930. 
3 Ebendaselbst 227, 51, 1930; vgl. insbesondere Tabelle X, 8. 74. 


23 * 








auf Grund der hier vorliegenden Messungen annehmen, daf die Spaltung 
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Versuchen der Tabelle V, in denen der Kontraktionsanteil der Warme 
berechnet ist, ist der Warmekoeffizient fiir die Einzelzuckungen benutzt. 
Dieser ist aber, vor allem in den Versuchen in fliissigem Paraffin, klein, 
wahrscheinlich wegen der fortgeschrittenen Vergiftung. Die Koeffi- 
zienten sind daher kaum gréfer als die fiir die Zuckungsserien de: 
Tabelle IV. Bezieht man allein diesen Kontraktionsanteil auf den 
Zerfall des Phosphagens, so ergeben sich, wie bereits oben berechnet, 
147 cal pro Gramm Phosphorsaure, also nur wenig mehr als die in vitro 
gemessene Spaltungswarme. Da die Starre beim Versuchsende ab- 
geschlossen ist, dirfte die Adenylpyrophosphorséure zu etwa zwei 
Drittel zerfallen sein, wie es bei A4hnlich angelegten Versuchen in diesem 
Stadium beobachtet wurde. Rechnen wir mit einem Pyrophosphat- 
zerfall von 0,4mg H,;PO, pro Gramm Muskel, so gibt dies 0,07 cal. 
Da die UberschuBwarme in den myothermischen Versuchen in Paraffin 
0,1 bis 0,2 cal betragt, wiirde sie nur annaéhernd zur Halfte dadurch 
gedeckt. Méglicherweise entspricht der deutliche Anstieg der Ruhe- 
warme beim Eintritt der Starre dem Zerfall der Adenylpyrophosphor- 
saure. 

Danach wird die Warmebildung, und zwar sowohl diejenige des 
Kontraktionsanteils wie des Ruheanteils, noch nicht durch die bisher 
bekannten exothermen Reaktionen véllig erklart. Man muB vielmehr 
noch nach anderen Vorgangen suchen, die vielleicht in enger Beziehung 
zu der physikalisch-chemischen Anderung des Proteins bei der Starre- 
entwicklung stehen. Wie schon von Lundsgaard hervorgehoben, labt 
sich keine der bisher bekannten Phosphatreaktionen in eine feste 
Beziehung zu der Starreauslésung bringen. Jedenfalls tritt der Haupt- 
teil der unbekannten warmeliefernden Reaktionen erst bei lang- 
dauernder Ruheanaerobiose in Erscheinung, und man darf andererseit~ 
des Phosphagens den iiberwiegenden Anteil der Kontraktionsenergie im 
vergifteten Muskel liefert, wie es schon aus der Konstanz und absoluten 
GréBe des isometrischen Koeffizienten des Phosphagenzerfalls ge- 
folgert wurde. 

Zusammenfassung. 


Die in jodessigséurevergifteten Muskeln fiir eine bestimmte Menge 
gespaltener Kreatinphosphorsaure (,,Phosphagen‘‘) frei werdende Warme 
ist nicht konstant. Bei kalorimetrischer Messung betragt sie fiir schwache 
Reizung und unvollstandige Erschépfung des Muskels durchschnittlich 
160 cak pro Gramm abgespaltener Phosphorsdure. Bei der Ruhe- 
anaerobiose ist die Warme im allgemeinen gréBer, nur bei raschem 
Zerfall ist sie ebenfalls gegen 160 cal. Bei protrahiertem Zerfall ist sie 
um so gréBer, je weiter vorgeschritten der Zerfall ist und betragt im 
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Endabschnitt desselben gegen 450 cal. Es gibt also bei aufgehobener 
Milchsaurebildung noch eine andere, vom Phosphagenzerfall unab- 
hangige, warmeliefernde Reaktion, die um so starker hervortritt, je 
langsamer der Zerfall ist und je weiter er vorgeschritten ist. 

Etwas abhnliches folgt fiir rasche Reizung und vollstandige Er- 
schépfung des vergifteten Muskels aus myothermischen Messungen. 
Die Warme pro Gramm abgespaltener Phosphorséure ist im ganzen 
durchschnittlich 212 cal. Berechnet man aus dem isometrischen Warme- 
koeffizienten der Anfangszeit, der mit dem des unvergifteten Muskels 
iibereinstimmt, den Kontraktionsanteil der Warme und bezieht allein 
diesen auf den Zerfall des Phosphagens, so ergibt sich hierfiir gegen 
150 cal (an Stelle der Spaltungswarme in vitro von 120 cal). Ein Teil 
des Warmeiiberschusses ist auf die Spaltung der Adenylpyrophosphor- 
saure zu beziehen, bei der in vitro 170 cal pro Gramm Phosphorsaure 
frei werden. Dies deckt jedoch nur einen Teil des Warmeiiberschusses. 
Im ganzen bleibt bei langdauernder Ruheanaerobiose eine Warme- 
bildung von etwa 0,25 cal, bei kurzer Reizung mit anschlieBender 
Starre 0,1 cal pro Gramm Muskel iibrig, die durch bekannte chemische 
teaktionen nicht gedeckt sind, wahrend etwa 0,3cal pro Gramm Muskel 
durch den Totalzerfall des Phosphagens und die Spaltung des Adenyl- 
pyrophosphats erklart werden kénnen. Beriicksichtigt man allein den 
.Kontraktionsanteil‘’ der Gesamtwarme, so wird dieser zu etwa 80°, 


durch die Spaltungswarme des Phosphagens bestritten. 








Studien iiber den Stoffwechsel der Zelle. 


Von 
J. Jany und C, Sellei. 


(Aus dem Laboratorium der IIT. Medizinischen Klinik der kgl. ung. Pazmany 
Péter Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 19. April 1931.) 


A. Einleitung. Methodische Vorbemerkungen. 


Auf Grund der Ergebnisse von O. Warburgs Untersuchungen tibet 
das stoffwechselchemische Verhalten verschiedener Gewebearten (1) (2) (3) 
kénnen wir die Gewebe in folgende drei Hauptgruppen einteilen: 

1. Gewebe, die negative! U-Werte besitzen und aerober Glykolyse 
unfahig sind: alle normalen Gewebe. 

2. Gewebe, die positive U-Werte haben kénnen, dabei jedoch 
héchstens einer schwachen aeroben Glykolyse fahig sind: wachsende 
Gewebe mit geordnetem Wachstum. 

3. Gewebe, die bei stark positiven U-Werten auch starker aerober 
Glykolyse fahig sind: Gewebe mit ungeordnetem Wachstum (Tumoren). 

Schon Warburg hatte festgestellt, daB die Retina der Warmbliite: 
eine Ausnahme bildet (2), indem sie sich den Tumoren ahnlich verhalt 
und bei stark positiven U-Werten auch eine starke aerobe Glykolyse 
besitzt. P.Gyérgy, Th. Brehme, W. Keller (4), sowie L. Karczag, Sellei 
und Jdany (5) finden, daB die Nierenpapille bzw. das Nierenmark eine 
weitere auffallende Ausnahme bilden, indem sie bei positiven U-Werten 
der aeroben Glykolyse gleichfalls fahig sind. 

Wir haben uns zum Ziele gesetzt, den Stoffwechsel einiger wichtigen 
Gewebearten bzw. dessen Anderung eingehender zu untersuchen: 
gleichzeitig haben wir den Versuch unternommen, die erzeugten Energie- 
mengen zu berechnen und dadurch die Unterschiede zwischen den 
stoffwechselchemischen Vorgangen der einzelnen Gewebe zu kenn- 


zeichnen. 


1 Warburg fiihrte den Begriff ,,Garungsiiberschu8“ (U) ein und definiert 
ihn durch die Gleichung: U = Q08, — 2Qp,- 
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Um die Anderung des Stoffwechsels wahrend der Versuchszeit ver- 
folgen zu kénnen, lesen wir die entstehenden Druckanderungen in Zeit- 
intervallen von 15 Minuten ab und rechnen die so fiir je eine Viertelstunde 
erhaltenen Quotienten durch Multiplikation mit 4 auf Stundenquotienten 
um. Da die Warmemengen, die bei der Verbrennung des Traubenzuckers 
bzw. seiner Vergérung zu Milchsdéure entstehen, bekannt sind, lassen sich 
aus den so erhaltenen Stoffwechselquotienten die Warmequotienten durch 
Multiplikation mit den entsprechenden Faktoren ohne weiteres berechnen. 

Wir bezeichnen: 
mit Yo, den Atmungsquotienten, 

. Os ‘ ° 
mit Qe?, den aeroben Glykolysequotienten, 
: N. A ; 
mit Qc}, den anaeroben Glykolysequotienten, 
mit Wo, diejenige Warmemenge in Kalorien, die von der betreffenden 

Gewebemenge in dem Zeitintervall von 15 Minuten zur angegebenen 

Ablesezeit durch Atmung erzeugt wird, auf die Dauer von | Stunde 

umgerechnet. W, ), wird berechnet, indem man die Werte fiir Qo, mit 

dem von O. Warburg (6) angegebenen Faktor 0,0048 multipliziert: 
Qo, - 0,0048, 
O2 


Wo, ' 
. Os : ‘ i . 

mit We, die durch aerobe Glykolyse erzeugte Warmemenge, gleichfalls 

auf die Dauer von 1 Stunde umgerechnet. Man berechnet es, indem man 

die Quotienten fiir aerobe Glykolyse mit dem von Warburg an derselben 
Stelle angegebenen Faktor 0,00052 multipliziert: 

-O 

Wy 


2 
Os 


a] . 
4 | 2 
Qcd, - 0,000 52, 
mit W die gesamte unter aeroben Bedingungen frei werdende Warmemenge, 


— ‘ O» 
d.h. also die Summe aus Wo, und We%,. 
2 2 


W = Wo, + Wed,> 
mit We?,, die durch anaerobe Glykolyse erzeugte Warmemenge, die sich 
durch Multiplikation der Qoh,-Werte mit 0,00052 berechnen laBt. 


- . ' , . , , R Oo - 

SchlieBlich berechnen wir noch die beiden Quotienten Wood, W und 
Wed, Wo,- Durch diese beiden Quotienten kénnen wir den Stoffwechsel 
des betreffenden Gewebes am deutlichsten charakterisieren und die einzelnen 
~ : - . . re , 
Gewebe voneinander am scharfsten unterscheiden. Der Quotient Wo}, /W 
gibt némlich den Anteil der aeroben Glykolyse an dem gesamten normalen 
aeroben Warmeumsatz an und bezeichnet damit die mehr oder minder ent- 
wickelte Neigung des Gewebes zur Glykolyse. Der Quotient We}, /Wo, gibt 
dagegen das Verhaltnis der anaerob produzierten Warmemenge zur 
Atmungswarme an; aus seiner GréBe erkennt man die Neigung bzw. die 
Fahigkeit des Gewebes, unter anaeroben Bedingungen leben zu kénnen. Wir, 
gingen fernerhin von Uberlegungen aus, welche im folgenden kurz skizziert 
werden sollen. 


Die Gleichung der Glykolyse lautet: 
C,H,,.0, == 2 C,H, O,. 
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Die Geschwindigkeit der Bildung von Milchséure ist dann: 


dx 
dt 


Ohne die Mitwirkung lebender Substanz sind k, sowohl wie k, = 0. 
Durch die Tatigkeit des glykolytischen Ferments der Zelle wird kh, erhdht. 
was bei normalem, epithelialem Gewebe nur durch aéuBere Schadigung 
(Reizwirkungen, Zerschneiden, Sauerstoffmangel) eintritt. Dabei tritt 
der von Meyerhof (15) als ErmiidungsprozeB bezeichnete Vorgang ein, und 
es wird bei plétzlichem Anstieg von k, viel Milchséure gebildet. 





= hy Cg Hyp Og — hy “Cs Hg Os. 


Arbeitet man unter anaeroben Bedingungen, so bleibt k, zwar praktisch 
Null, doch nimmt 4, infolge des Absterbens des Gewebes immer kleinere 
Werte an, und die GréBe der produzierten Milchséuremenge wird sinken. 
Die GréBe des jeweils gefundenen Quotienten fiir die anaerobe Glykolvse 
hangt demnach von zwei Faktoren ab: von der GréBe der bei der Bereitung 
der Schnitte entstehenden Schédigung, welche die VergréBerung von /, 
hervorruft und von der Zeit, die seit Abtétung des Tieres bis zum Versuchs- 
beginn verstrichen ist und durch welche die Verminderung von /, ver 
ursacht wird. 

Arbeitet man dagegen unter aeroben Bedingungen, so wird hk, zwa. 
verhaitnismabig langsamer sinken, weil das Gewebe unter diesen Umstanden 
langer zu leben imstande ist, doch wird durch die Wirkung der Pasteurschen 
Reaktion (14) /, vergr68ert, was zu einer rapiden Abnahme der Geschwindig- 
keit der Milchséurebildung fiihrt. Bei dem Meyerhofschen Erholungsprozei 
wird k, soweit vergréSert, daB die Geschwindigkeit negativ wird, d.h. es 
wird aus Milchséure Traubenzucker zuriickgebildet. Die GréBe von Qe, 
wird demnach auSer von oben erwahnten Faktoren auch von der Intensitat 
der Pasteurschen Reaktion abhangen. 

Die durch Bereitung der Schnitte entstehenden Schaidigungen beein 
flussen den Stoffwechsel der tvpisch aerob lebenden Gewebe am starksten ; 
diese besitzen daher die kiirzeste Lebensdauer nach Herausnahme aus dem 
Organismus und weisen die gréBten Abweichungen in ihrem stoffwechsel- 
chemischen Verhalten auf. Mit zunehmender glykolytischer Fahigkeit 
nimmt die stérende Wirkung der auBeren kiinstlichen Schaédigungen ab. 
Die manometrische Messung des Stoffwechsels ist demnach unter den 
gepriiften Gewebearten bei dem Carcinomgewebe als die gleichmafSigste 
zu betrachten. 


Unsere Versuche, die aus obigen Gesichtspunkten eingestellt 
wurden, sind mit folgenden Gewebearten ausgefiihrt worden: 
1. Nierenrinde von Ratten als typischem Vertreter von epithelialem 
Gewebe. 
2. Nierenmark von Meerschweinchen. 
3. Grauer Gehirnsubstanz von Ratten. 


4. Ehrlichschen Carcinomen von Ratten. 


Uber die angewandte Methodik wollen wir einiges besonders voraus- 
schicken. Zu den Bestimmungen verwendeten wir den von Warburg (6) 
und Mitarbeitern (7) beschriebenen Apparat und die von ihm vor- 
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geschriebenen zuckerhaltigen Ringerlésungen fiir Atmung und Gly- 
kolyse. Die Lésungen wurden immer frisch bereitet und vor Ver- 
wendung mit dem entsprechenden Gasgemisch gesattigt. 

Bei der Reinigung des Stickstoff-Kohlensauregemisches fiir die 
anaerobe Glykolyse glaubten wir auf die von Warburg angegebene 
Methode (8), némlich das Uberleiten iiber gliihendes Kupfer, verzichten 
zu sollen. Leitet man namlich das gereinigte Gas direkt in das Versuchs- 
gefaB, so hat man eine Beschadigung des Gewebes durch die heiBen 
Gase zu befiirchten. Bewahrt man es dagegen in Gasometern auf, so 
macht dies die Arbeit einerseits umstandlich, andererseits kann dabei 
leicht eine Verunreinigung mit Luftsauerstoff durch Absorption des- 
selben durch das als Sperrfliissigkeit benutzte Wasser und Abgabe an 
den inneren Gasraum eintreten. Deswegen leiteten wir das Gas durch 
zwei Waschflaschen, die mit salzsaurer Lésung von Chromochlorid 
beschickt waren, das bekanntlich ein groBes Absorptionsvermégen fiir 
Sauerstoff besitzt (9), und schlieBlich durch eine dritte, mit gesattigter 
NaHCO,-Lésung gefiillte Waschflasche, welche dem Zwecke diente, 
etwa mitgerissene Salzsiuredimpfe zuriickzuhalten. Das Chromo- 
chlorid haben wir immer unmittelbar vor Beginn des Versuchs mit 
Zink-Salzsiure regeneriert und dann in die Waschflaschen eingefillt. 
Wenn die Konzentration an ZnCl, Werte erreicht hatte, die bereits 
zu stark herabsetzend auf das Lésungspotential des Zinks wirkten, 
muBten wir die Lésung durch frische ersetzen. Im iibrigen verfahren 
wir bei der Messung genau nach der von Karczag und von uns be- 
schriebenen Methodik (5) (10). 

Zur Bestimmung der aeroben Glykolyse haben wir die ,,alte** Warburg- 
sche Methode (6) verwendet. Wir haben auf die .,verbesserte Methode*‘ (8) 
verzichtet, weil es uns vor allen Dingen daran lag, die Existenz der aeroben 
Glykolyse einwandfrei mit absoluter Sicherheit festzustellen, was nur nach 
der alten Methode méglich war. Bei Verwendung der verbesserten Methode 
ware uns der Vorwurf nicht erspart geblieben, daB die betrachtlichen Werte, 
die wir bei normalem Epithelgewebe fiir die aerobe Glykolyse gefunden 
haben, nur durch Fehler unserer Methodik bzw. UngleichmaBSigkeit unserer 
Gewebeschnitte entstanden sind. Die Fehler, die durch den Léslichkeits- 
unterschied des veratmeten O, und des gebildeten CO, entstanden sind, 
sind zwar klein, weil wir fiir die Versuche nur je 1 cem Ringerlésung ver 
wendet haben, doch miissen wir immerhin betonen, daS unsere Werte 
naturgemaéB stets noch kleiner sind als die wirklichen Werte, die wir bei 
Verwendung der verbesserten Methode gefunden hatten. 


Da wir zur Bestimmung der aeroben Glykolyse die alte Methode ver- 
wendet haben, muBten wir fiir die Atmung auch die alte Versuchsanordnung 
wiahlen, die wir in der oben erwahnten Arbeit mit Karczayg (5) bereits be 
schrieben haben. Dies konnten wir .um so leichter tun, als wir uns durci: 
Parallelversuche iiberzeugt haben, daB der Atmungswert der verbesserten 
Methode bei physiologischem Kohlenséuredruck dem nach dieser Methode 
gemessenen Werte nahe steht. 


| 
| 
| 
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B. Der Stoffwechsel der Nierenrinde. 


Der eine von uns hatte bereits zusammen mit v. Farkas in einer 
friiheren Arbeit (11) die Lebensdauer von Nierengewebe in zucker- 
haltiger Ringerlésung mit 2 Stunden nach Abtétung des Tieres fest- 
gesetzt. In dieser Arbeit bringen wir den Nachweis, daB die Lebensdauer 
unter anaeroben Bedingungen 1 Stunde betrigt. Wahrend dieser 
Zeit miissen Atmungs- und Glykolysequotienten selbstverstandlich 
abnehmen, wie es fiir die Atmung von KA. Grasseim (12) bereits auch 
bewiesen wurde. Um die Anderung der Quotienten mit der Zeit ver- 
folgen zu k6énnen, berechnen wir den Stundenquotienten fiir jede 
Viertelstunde, indem wir die abgelesene Gasmenge mit 4 multiplizieren. 
Das Mittel aus den so berechneten Quotienten ergibt den Atmungs- 
bzw. Glykolysequotient fiir die Dauer des Versuchs (1 bis 1!/, Stunden). 


Bereits im Laufe der obengenannten Arbeit (5) fanden wir zu- 
sammen mit Karczag bedeutend gréBere Werte fiir die anaerobe Glyko- 
lyse, als von anderen Autoren angegeben wurden. Diese Befunde wurden 
jetzt bestatigt und dabei im Gegensatz zu den friiheren diesbeziiglichen 
Arbeiten [Warburg, P. Gydérqgy, Minami (2) (4) (13) (14)] auch bisweilen 
bedeutende Werte fiir die aerobe Glykolyse gefunden. Die Werte, die 
wir fiir QQ}, (Glykolysequotient in Luft) und Od, (Glykolysequotient 
in Stickstoff) gefunden haben, variieren jedoch innerhalb weiter Grenzen. 

In nachstehender Tabelle sind die fiir Nierenrinde gefundenen 
Mittelwerte aus einer lingeren Versuchsreihe verzeichnet. Die oben- 
stehenden Zahlen geben die Zeit nach Versuchsbeginn in Minuten an. 
Alle Werte sind auf Stundenquotienten umgerechnet. Die Werte in 
der Kolonne ,,60 Minuten“ bedeuten also z. B. die in der vierten Viertel- 
stunde des Versuchs abgelesene Gasmenge, multipliziert mit 4 und 
dividiert durch das Trockengewicht. 


Tahelle J. 


Stoffwechselquotienten der Nierenrinde von Ratten. 








Zahl Quotienten-Mittelwert 
Versuche der —r 
Versuche | 15 Min. 30 Min. 45 Min. 60 Min. 75 Min. 90 Min. 
: ae 10 —176|—149 —114 —104 —85 |—73 
Aerobe Glykolyse . 10 + 40) + 22'+ 12) + 02 0 0 
Anaerobe Glykolyse 10 + 99/+ 79 4+ 65,+ 40 +13) 0 


Die Unfahigkeit des Rindengewebes unter anaeroben Bedingungen 
zu leben, wird am deutlichsten ersichtlich, wenn man die Energie- 
mengen vergleicht, die unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
entstehen kénnen. 
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Tabelle Il. 


Warmequotienten der Nierenrinde. 
1 





Zeit Warmequotienten Wey wz, 
nach —>o a at a — 
des Versuchs ‘ -O» F ae. 0. 

ray Wo, W COs WW Ww, b, ole 2 

15 845.10-4 21.10-4 866.10-—4 52.10-4 2,4 6,1 

30 715 11 726 41 1,5 5,7 

45 547 6 553 36 1,1 6,6 

69 499 1 590 21 0,2 4,2 

75 408 0 408 7 0 1,7 

yO 359 0 359 0 0 0 


Aus der Tabelle II ersieht man, daB die durch aerobe Glykolyse ent- 
stehende Warmemenge nur einen unbedeutenden Bruchteil des ge- 
samten Warmeumsatzes bildet. Die unter anaeroben Bedingungen 
entstehende Warmemenge ist im Verhaltnis zur Atmungswarme so 
gering, daB das Gewebe unfahig ist, auf Kosten derselben langere Zeit 


weiter zu leben. 


Die Wirkung von Blausdure auf den Stoffwechsel der Nierenrinde. 


O. Warburg gibt an, daB Blauséure in n/1000 Verdiinnung die 
Oxydation von Leucin (16) und von Tumorgewebe (2) fast vollstandig 
hemmt. Ebenso finden L. Karczag, L. Németh und M. Csaba bei Ehrlich- 
schen Carcinomen eine stark atmungshemmende Wirkung der in vivo(17) 
und in vitro (10) verabreichten Blausaiure. Bei der Nierenrinde konnten 
wir diese iiberaus stark hemmende Wirkung der Blauséure nicht beob- 
achten, indem wir sogar in n 300 HCN betrachtliche GréBen fiir die 
Atmungsquotienten gefunden haben. 


Tabelle III. 


Atmungsgr6é8en fiir Nierengewebe in normaler, zuckerhaltiger Ringerlosung 
und in Ringerlésung, die in bezug auf HCN !/,9, n ist. 





Seta” Yo, Yo, Hemmung 
Min. normal n/300 HCN ; 
15 18.8 7.6 59.6 
30 10,7 3.8 64.5 
45 9,0 2.7 700 
60 9.0 2,1 76.7 


Im Laufe des Versuchs wird die hemmende Wirkung der HCN 
stirker infolge des schnelleren Absterbens des Gewebes. Eine ziemlich 
betrachtliche AtmungsgréBe bleibt trotzdem bestehen. 


| 
| 
| 
| 
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Zur vollstandigen Unterdriickung der Atmung haben wir eine 
n/150 HCN-Lésung verwendet. In derselben haben wir die Anderung 
von Od, und Qt, studiert und festgestellt, daB die Blausaure voll- 
standig in der Weise gewirkt hatte, wie wir es im Sinne der Warburg- 
schen und Karezagschen Arbeiten erwartet haben: die anaerobe Glyko- 
lyse blieb namlich unverandert, wahrend die aerobe Glykolyse auf 
anaerobe Werte anstieg. 

Im nachstehenden geben wir die Ergebnisse von drei Versuchen 
wieder : 

Tabelle LV. 


Die Beeinflussung des Stoffwechsels der Nierenrinde durch n/150 HCN. 





Zeit nach Begi Oo Oz No No 
» Hin ae Vcd, Vcd, @cb, Vcd, 
Min. normal n/150 HCN normal n/I50 HCN 
Versuch 1. 
15 0 8.9 17,2 14,3 
30 0 4,1 11,5 12.4 
45 0 2.9 4.7 5,2 
60 0 1,4 5.1 3,8 
Versuch 2. 
15 7,8 17,5 19.8 20,2 
30 4.3 11,7 10,2 14,5 
45 2,1 13,2 9.8 11,7 
60 0 8,4 10,1 9.6 
Versuch 3. 
15 2.0 4.3 7,8 7,4 
30 12 4,5 9,0 7,0 
45 0 3,7 5,0 7,0 
60 0 1.9 4,2 5,1 


Die Blausiure beeinfluBt demnach die anaerobe Glykolyse in 
kaum nennenswertem MaBe. Die aerobe Glykolyse wird in jedem Falle 
gesteigert, erreicht jedoch die anaeroben Werte nur dann, wenn das 
Gewebe fiir sich allein bereits Neigung zu starkerer aerober Glykolyse 
besitzt. Anderenfalls bleiben die durch HCN gesteigerten aeroben 
Werte hinter den anaeroben Werten zuriick. Die Lebensdauer des 
Gewebes wird in HCN ebenso abgekiirzt wie unter anaeroben Be- 


dingungen. 

Das Nierenepithelgewebe besitzt demnach zwar eine ausgesprochene 
glykolytische Fahigkeit, doch reicht dieselbe nicht aus, um das Gewebe 
langere Zeit am Leben zu erhalten. Dadurch kann die geringe Wider- 
standsfihigkeit gegen‘iber auBerlichen Schadigungen (Zerschneiden, 
Sauerstoffmangel) und im Zusammenhang damit die verhaltnismaS8ig 
kurze Lebensdauer nach dem Zerschneiden erklart werden. 
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C. Der Stoffwechsel des Nierenmarks. 


Angeregt durch die Befunde von P. Gyérgy (4) und L. Karczag (5), 
in denen fiir die Papille bzw. fiir das Mark ein von der Rinde grund- 
sitzlich abweichendes Verhalten nachgewiesen wurde, haben wir uns 
vorgenommen, den Stoffwechsel des Nierenmarks eingehender zu 
untersuchen. Um bessere Vergleichswerte zu erhalten, verwendeten 
wir dieselbe Methodik wie zur Untersuchung der Rinde. Die Resultate, 
die wir dabei erhielten, sind die folgenden: 


Tabelle V. 


Stoffwechselquotienten des Nierenmarks von Meerschweinchen. 





Zahl der Quotienten-Mittelwert 


Versuch Versuche 
sare 15 Min. 30 Min 45 Min 60 Mir 
Cy I amc rr ar 6 — 105 — 9,2 — 93 — §8 
Aerobe Glykolyse . . . . 4 + 14,2 + 55 8.6 + 2,0 
Anaerobe (ilykolyse . . . 6 + 25,2 + 24,8 + 24,9 + 22.8 


Das Mark besitzt demnach bedeutend geringeres Atmungs- und 
héheres Glykolysevermégen als die Rinde. Die erhaltenen Anfangs- 
werte bleiben im Laufe der Versuche beinahe konstant und zeigen 
keine allzugrobe Schwankungen: ein Beweis dafiir, daB die Schadigung 
durch Zerschneiden auf das Mark geringeren EinfluB hat und das Gewebe 
unter aeroben wie anaeroben Bedingungen bedeutend lebensfahiger ist. 
Die aerobe Glykolyse sinkt infolge des eintretenden ,, Erholungsprozesses *‘ 
sehr stark, jedoch errreicht dieselbe viel hGhere Werte als bei der Rinde. 

Die Resistenz gegeniiber Schadigungen (Zerschneiden, Sauerstoff- 
mangel) und die Neigung zur Glykolyse laBt sich dadurch erklaren, 
daB das Mark bereits im lebenden Organismus gewissermaBen ge- 
schadigt wird, weil namlich die Blutzufuhr zum Markgewebe und damit 
seine Sauerstoffversorgung unvollkommener als diejenige des Rinden- 
gewebes ist. Dies fiihrt die Schadigung der Atmung und im Zusammen- 
hang damit die Entwicklung glykolytischer Eigenschaften herbei. 

Die Warmeproduktion des Markgewebes bleibt hinter der Rinde 
zuriick, sie nimmt jedoch mit der Zeit nur ganz allmahlich ab. Die 
produzierten Warmemengen in Kalorien sind die folgenden: 


Tabelle VI. Warmequotienten des Nierenmarks. 





Zeit Warmequotienten wea wr: 
9: ee ae ee — 7 2 - 2 
des Versuchs -N 0. : 

Min. W CO, W CO, Wo, W é 

15 131.10-—4 74.10-4 504.10-4 578.10-4 13 26 

30 129 29 442 471 6. 29 

45 130 45 446 491 Y 29 

60 118 10 403 413 2 29 





| 
| 
| 
| 
| 
| 
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Die anaerob produzierte Warmemenge ist zwar kleiner als die 
Atmungswarme, doch bleibt das Verhaltnis zwischen den beiden GréBen 
konstant, was darauf hindeutet, daB das Gewebe befahigt ist, unter 
anaeroben Bedingungen weiter zu leben. 

Die Einwirkung von Blauséiure auf das Markgewebe verlauft 
durchaus normal. Die n/150 HCN-Lésung, welche die Atmung voll- 
stindig hemmt, laBt die anaerobe Glykolyse unveradndert bestehen, 
wahrend die aerobe Glykolyse Werte erreicht, die den anaeroben Werten 
nahestehen. 

Tabelle VII. 


Die Beeinflussung des Stoffwechsels des Nierenmarks durch n/150 HCN. 

















Zeit Anaerob Aerob 
nach Beginn ae aa). = 
des Versuchs Glykolyse 
Min. pormal n/150 HCN normal n/150 HCN 
15 20,4 23,8 14,6 22.5 
30 18,3 16.4 8.5 16,8 
45 21,1 19,4 5.9 16.5 
60 90.4 16.8 0 16,5 


D. Der Stoffwechsel der grauen Gehirnrinde. 


Die Untersuchung dieses Gewebes wurde auf die Veranlassung von 
L. Karezag vorgenommen und erschien uns desto eher von groBbem 
Interesse, als die bisher vorliegenden wenigen Angaben iiber seinen 
Stoffwechsel einander stark widersprechen, Warburg (2) findet namlich 
nur eine 4uBerst minimale aerobe Glykolyse, wahrend Krontowski (18) 
eine kraftige aerobe Glykolyse festgestellt hatte, deren Verlauf er mit 
Hilfe von pu-Messungen bequem verfolgen konnte. Die absolute GréBe 
der Glykolyse hat Krontowski nicht bestimmt und nur angegeben, daB 
dieselbe die Glykolyse der Nierenrinde um ein Vielfaches tibertreffe. 


Wir haben, wie aus der Tabelle VIII zu ersehen ist, gleichfalls eine 
stark entwickelte aerobe Glykolyse gefunden; die Werte fiir Atmung 
und anaerobe Glykolyse waren von normaler GréBenordnung. 

Tabelle VIII. 


Die Stoffwechselquotienten der grauen Gehirnrinde von Ratten. 





Zahl der Quotienten-Mittel wert 





Versucl lorenc 
ago Versuche: 35 Min. 30 Min. 45 Min.- | 60 Min. 
i ee a 4 — 10,3 — 88 — 8,7 — 93 
Anaerobe Glykolyse é +197 +172 +163 +410,0 
Aerobe Glykolyse . . . . 6 + 13,7 + 12,7 + 10,9 + 7,9 








n 
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Der Warmezusatz gestaltet sich folgendermaBen: 


Tabelle 1X. 


Warmequotienten der grauen Gehirnrinde. 





Zeit Warmequotienten Ww 2, wr. 
nach — a a2 W 2 W 2 
des Versuchs 2 On . = 

aa Wo, Wod, i Wea, bans 

15 494.10-4 72.10-4 566.10-4 103.10-4 13 21 
30 422 66 488 89 13 21 
45 418 57 475 85 12 20 

60 446 41 487 52 9 12 


Die Atmung verlauft demnach ahnlich wie bei dem Nierenmark, 
das glykolytische Vermégen ist jedoch starker entwickelt, das Ver- 
haltnis Wed, W nimmt wahrend des Verlaufs 1 Stunde nur allmahlich 
ab, d. h. die aerobe Glykolyse wird nicht zum Verschwinden gebracht. 
Auffallenderweise scheint das Gewebe zum Leben unter anaeroben 
Bedingungen trotzdem nicht besonders befahigt zu sein. Die anaerob 
produzierte Warmemenge nimmt ziemlich schnell ab, und das Ver- 
haltnis Wes, W, sinkt auf ungefahr die Halfte des Anfangswertes. 

Das Gewebe scheint demnach gegen Sauerstoffmangel sehr emp- 


findlich zu sein; es ist als ein biologisch-pathologisch interessantes 
Resultat zu verzeichnen, daB die Gehirnrinde in dieser Hinsicht von 
allen anderen von uns untersuchten Geweben abweicht. Die nach- 
stehend verzeichneten Versuche bestatigen dies ebenfalls; die n/150 
HCN driickt namlich die aerobe Glykolyse noch weiter herab, anstatt 
dieselbe auf anaerobe Werte zu erhdhen. 


Tabelle X. 


Aerobe Glykolysequotienten der grauen Gehirnrinde in n/150 HCN. 





Versuch Quotienten-Mittel wert 
Nr. 15 Min. 30 Min 45 Min. 60 Min. 
1 6,9 3,7 0.8 1,2 
2 9,3 7,0 7,0 4,1 


E. Der Stoffwechsel der Tumoren. 


Der Stoffwechsel des Carcinomgewebes wurde von Warburg und 
seinen Mitarbeitern bereits eingehend untersucht. Man ersieht aus den 
Angaben genannter Autoren, in wie hohem MaBe die erhaltenen Werte 
von den Versuchsbedingungen und der angewandten Methodik ab- 
hangig sind. So tjndet noch S. Minami (13) keinen wesentlichen 
Unterschied zwischen der Atmung von Carcinomgewebe und normalem 
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Epithelgewebe, wahrend Warburg in seinen spiateren Abhand- 
lungen (2) (19) angibt, daB die Atmungswerte von Carcinomgewebe 
weit hinter den Werten des normalen Epithelgewebes zuriickbleiben 
Ebenso fanden wir zusammen mit L. Karczag (10) fiir Carcinomgewebe 
ganz niedrige Atmungswerte, die noch viel geringer sind als die Warburg. 
schen Werte. Wir hielten es deswegen fiir unerlaBlich, den Stoffwechse| 
von Carcinom- und normalem epithelialem Gewebe unter genau den- 
selben Versuchsbedingungen zu untersuchen, um zuverlaBliche Vergleichs- 
werte zwischen beiden zu erhalten. Wir haben unsere Versuchstiere 
einem LEhrlichschen Stamme entnommen, dessen Carcinom J. Put- 
noki (21) von einer Maus auf Ratten transplantiert hatte. Die Tumoren 
waren von grober Vitalkraft und sehr maligner Natur. Im nachstehenden 
geben wir unsere Werte fiir dieses Carcinomgewebe wieder: 


Tabelle XI. 


Stoffwechselquotienten des Ehrlichschen Rattencarcinoms. 





“co 

st Quotienten-Mittelwert 
a Sg Se ee See ete yee ee Wess 1 eee! 2 

s: 15 Min. 30 Min. 45 Min. 60 Min. 75 Min. 90 Min. 105 Min. 120 Min 
Atmung | 10/— 6,0 — 54 — 50'— 54 — 46 — 59 — 46 — 43 


Anaerobe | ~ . ini i enw il: ete ‘ io 
, 35.! —F + de + x 39,2 
Glykolyse j10 +415 +406 + 35,8) + 36.9 36,7 33,6 + 35,7 + 35,2 
Aerobe | 9921) 19R7 Dr x ae o9 
29,3 + 26, 25,0, + 20, 22,8 + 20,7 + 18, 3 
Giykolyse [)2° | + 29 | + 26:7| + 25,0) + 20,5) + 28,8) + 20,7 | + 18,9) + 27 
Charakteristisch fiir den Tumorstoffwechsel ist demnach die 
Verschiebung des Verhaltnisses zwischen Atmung und Glykolyse 
Die absolute GréBe der anaeroben Glykolyse kann zwar auch von 
normalen Geweben erreicht werden, doch ist die iiberaus groBe Uber- 


_legenheit der Glykolyse der Atmung gegenitiber ausschlieBlich fiir den 


Tumorstoffwechsel bezeichnend. Die aerobe Glykolyse erreicht gleich- 
falls viel héhere und konstantere Werte als bei normalen Geweben. 
Dies dient als Beweis dafiir, daB die Atmungsfahigkeit der Krebs- 
zellen enorm geschadigt ist und der ErholungsprozeB, d.h. die Ver- 
gréBerung der Konstante k, der Reaktionsgleichung nur in ganz unter- 
geordnetem MaBe zur Geltung kommt. Dadurch kann auch die ver- 
haltnismaBig geringe Wirkung der durch Zerschneiden entstehenden 
Schadigung auf den Stoffwechsel erklart werden. 

Zerschneiden und Sauerstoffmangel beeintrachtigen den Stoff- 
wechsel und damit die Lebensfahigkeit von Tumorgewebe bei weitem 
weniger als den Stoffwechsel anderer Gewebearten. 

Die hervorragende Rolle, welche die Glykolyse im Stoffwechsel 
der Tumoren spielt, erkennt man am ehesten, wenn man die ent- 
stehenden Energiemengen betrachtet. 








n 


n 
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Tabelle XII. 


Warmequotienten des Hhrlichschen Rattencarcinoms. 
{ 








Zeit Wiarmequotienten wea, wes 
eh ear een tae ale ie on 
des suchs oN -O . a i 

Min. Wed, Web, " U2 n <— 

15 216.10-4 153.10-4 288.10-4 441.10-4 35 75 
30 211 139 259 398 35 81 
45 186 130 240 370 35 77 
60 192 107 259 366 29 74 
75 191 118 221 339 35 86 

90 175 108 283 391 28 62 

105 186 99 221 320 31 84 

120 183 90 206 296 30 89 


Die aerobe Glykolyse spielt demnach eine wichtige Rolle im Warme- 
umsatz des aeroben Stoffwechsels, und, was am auffalligsten ist, sie 
behalt auch diese Rolle wahrend der ganzen Dauer des Versuchs. Die 
anaerobe Glykolyse produziert beinahe dieselbe Watmemenge wie die 
Atmung: diese Warmemenge reicht schon vollkommen aus, um das 
Gewebe am Leben zu erhalten. Der Stoffwechsel von Tumorgewebe 
ist demnach vorwiegend anaerober Natur. 


Die Wirkung von Blausdure auf den Tumorstoffwechsel. 


Karczag, Németh und Csaba (17) haben die wachstumhemmende 
Wirkung des in vivo verabreichten Cyankaliums auf Tumoren fest- 
gestellt. Ebenso findet Németh (20), daB das in vitro verabreichte 
Cyankalium das Wachstum von Krebskulturen stark hemmt bzw. 
vollkommen zum Aufhéren bringt. Diese Wirkung des Cyankaliums 
fiihrt Karczag auf die atmungshemmende Tatigkeit der Blausdure 
zuriick, die bereits durch die in vitro-Versuche von Warburg, Posener 


Tabeile XIII. 





Zeit 





nach Beginn Aerobe Glykolyse Anaerobe Glykolyse 
des Versuchs ——— ajeattnemntmniihanieste en eee ; 
Min. Locke G lis9 HCN Locke G liso HON 
Versuch 1. 
15 23,7 34,9 42.6 43,1 
30 16,0 38,7 40,1 39,8 
45 11,3 40,9 30,2 35,0 
60 27,2 31,1 28,4 29,9 
Versuch 2. 
15 33,8 45,7 44.0 38,1 
30 25,1 44,8 44.0 39,9 
45 21,2 42.1 43,2 41,0 
60 15,4 42.1 45,4 40,1 
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und Negelein (2) festgestellt wurde. Wie bei der Nierenrinde, so finden 
wir auch hier, daB die Blauséure in geringen Konzentrationen die 
Atmung nur unvollstandig zu hemmen vermag; so hemmt die n/300 
Lésung die Atmung nur um 55°. Die n/150 Lésung hemmt dagegen 
die Atmung vollkommen; durch diese Lésung wird die aerobe Glykolyse 
auf anaerobe Werte erhéht, wahrend die anaerobe Glykolyse nicht 
beeinfluBt wird. 
Zusammenfassung. 


Die Beschreibung der stoffwechselchemischen Vorgange in der 
Zelle ist exakter und anschaulicher, wenn man anstatt der Menge der 
Stoffwechselprodukte die entstehenden Energiemengen verzeichnet. 
Durch Berechnung der Warmemengen und insbesondere durch die 
Einfiihrung der beiden Quotienten W3, /W und WX Wo, kann man 
die einzelnen Gewebearten durch ihr stoffwechselchemisches Verhalten 
scharf voneinander unterscheiden. Beobachtet man die Anderung 
dieser beiden Quotienten wahrend der Versuchszeit, so erhalt man 
folgendes Bild iiber den Stoffwechsel der einzelnen Gewebe: 

Bei der Nierenrinde ist Wed, W verschwindend klein und wird 
bald Null. Wes, Wo, besitzt gleichfalls nur niedrige Werte, die schnell 
sinken. Die Nierenrinde besitzt demnach keine Neigung zur Glykolyse 
und ist nicht befahigt, langere Zeit anaerob zu leben. Ihr Stoffwechsel 
ist typisch aerob. Das Nierenmark besitzt dagegen langsamer sinkende 
Wed, W-Werte bei ganz stabilen Wed, Wo," Werten. Es besitzt dem- 
nach ausgesprochene Neigung zur Glykolyse, die nur allmahlich durch 
die Atmung zum Verschwinden gebracht wird. Die durch Glykolyse 
produzierte Warmemenge reicht aus, um das Gewebe unter anaeroben 
Bedingungen am Leben zu erhalten. 

Die graue Gehirnrinde besitzt eine noch starker entwickelte glyko- 
lytische Fahigkeit, die daran zu erkennen ist, daB das Verhaltnis 
Wed, W nur ganz langsam abnimmt. Dagegen scheint das Gewebe 
zum Leben unter anaeroben Bedingungen merkwiirdigerweise weniger 
befahigt zu sein; der Quotient Wed, Wo, nimmt namlich allmahlich ab. 

SchlieBlich besitzt das Rattencarcinomgewebe auffallend hohe 
Wed,! W- und Wes, Wo, Werte, die auch im Laufe einer langeren 
Versuchszeit konstant beibehalten werden. Unter allen Gewebearten 
besitzt das Carcinomgewebe bei weitem die gréBte Fahigkeit zur Glyko- 
lyse und zum anaeroben Leben. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Priv.-Doz. Dr. Ladislaus Karczag mit einer Apparatur ausgefiihrt, deren 
Anschaffung der Freigebigkeit der .,Széchenyi‘‘, Gesellschaft zur Férderung 
der Naturwissenschaften, zu verdanken ist. 
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Uber den Zusammenhang yon Ca und anorganischem 
P-Gehalt des Blutserums mit den Symptomen der 
parathyreopriven Tetanie. 


Von 


A. von Beznak. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 19. April 1931.) 


Die Symptome der parathyreopriven Tetanie werden in der Zu- 
sammensetzung des Blutserums unter anderem durch zweierlei Ver- 
anderungen begleitet: der Gehalt an Ca sinkt und der P-Gehalt steigt. 


Das Sinken des Ca-Gehalts ist zuerst von MacCollum und Voegtlin (1) 
entdeckt und seitdem auch von allen anderen Forschern bestatigt worden. 
Den Mechanismus dieses Sinkens stellt man sich heute folgendermaBen 
vor: Infolge des Verschwindens des Parathyreoideahormons wird die 
Fahigkeit des Blutserums, das Ca in Lésung zu halten, vermindert und 
héchstwahrscheinlich lagert sich der Uberschu8 an Ca in den Knochen ab 
[Greenwald und Gross (2), v. Beznak (2) (3) (4)]. 

Uber die Verminderung des Serums an Ca besitzen wir also eine, 
wenigstens teilweise experimentell gestiitzte Auffassung. Dagegen 
kann der Mechanismus der P-Zunahme derzeit noch nicht als aufgeklart 
betrachtet werden. Die Erscheinung, daB nach Entfernung der Para- 
thyreoiden der P-Gehalt des Blutserums bzw. Plasmas steigt und dal 
dabei tetanische Krampfe auftreten, wurde von mehreren Autoren fest- 
gestellt [Greenwald (6), Salvesen (7), Weaver und Reed (8)]. Mit dieser 
Frage in Verbindung steht die Beobachtung Bingers (9), nach welcher 
durch eine intravenése Injektion von orthophosphorsauren Salzen (150 mg 
pro Kilogramm Ko6rpergewicht) der Gehalt an Ca vom normalen Wert von 
10,0 mg-°% auf 6 mg-°, heruntergedriickt wird. Spatere Untersuchungen 
von Salvesen, Baird - Hastings, MacIntosh (10) haben gezeigt, daB eine 
perorale Verabreichung von 0,4 bis 0,7 g Natriumphosphat pro Kilogramm 
bei Hunden nicht nur die Konzentration des P im Blutserum erhéht und 
die des Ca erniedrigt, sondern gleichzeitig zu tetanischen Krampfen fiihrt, 
welche mit der parathyreopriven Tetanie identisch zu sein scheinen. 


Es ist nun klar, daB niedriger Ca- und hoher P-Gehalt des Blut- 
serums mit den tetanischen Symptomen und zwar sowohl bei der 
Parathyreopriven- wie auch bei der Phosphattetanie verbunden sind. 
Die nachste Frage muB sich also auf den Zusammenhang dieser Erschei- 
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nungen richten. Die tetanischen Krampfe betreffend ist man im all- 

; : , as /K*+Na* 

gemeinen der Meinung, daB diese durch die Verainderung des ( a ). 

a 
Quotienten, infolge Verminderung der Ca“*-Konzentration, direkt her- 
vorgerufen werden. Die Verschiebung fiihrt dann zur erhéhten Erregbar- 
keit des Muskels [Loeb (11)}. 

Die oben angefiihrten Versuchsergebnisse kénnen die Phosphat- 
tetanie befriedigend erklaren. Wird der P-Gehalt im Blute erhdéht, 
so sinkt die Ca**-Konzentration, was durch die Verschiebung des 
K* + Na’* 

Ca** 
Diese Erklarung kann aber nicht auf die parathyreoprive Tetanie 
angewandt werden. Auf Grund bisheriger Versuchsergebnisse andert 
; K* + Na’ 
sich der ——- 


++ 


-Quotienten zum Ausbruch der tetanischen Krampfe fiihrt. 








-Quotient in diesem Falle deshalb, weil das Blut 


a 


durch den Mangel des Parathyreoideahormons seine Fahigkeit, das Ca 
in Lésung zu halten, verloren hat. Diese Auffassung erklart aber nicht 
die Erhéhung des Serum-P-Gehalts, was bei der Entfernung der Para- 
thyreoiden ebenfalls eintritt. 

Neue Versuche waren also nétig, um die Beziehungen zwischen den 
parathyreopriven Krampfen und Erniedrigung der Ca- bzw. Erhéhung der 
P-Konzentration im Blute aufzuklaren. 

Die Lésung der Frage kénnte auf folgendem Wege erreicht werden. 
Die Entfernung der Parathyreoiden kénnte z. B. eine verminderte 
P-Ausscheidung und dadurch die Erhéhung des P-Spiegels im Blute zur 
Folge haben. Nach den Untersuchungen von Greenwald [(12) (13)] 
wird die Ausscheidung des P im Urin tatsachlich kleiner. Und wie 
Greenwald spater feststellen konnte, wird diese Verminderung auch 
auf dem Darmwege nicht kompensiert. Als die ersten Symptome der 
Parathyreoidectomie sind also der plétzliche Abfall der P-Ausscheidung 
und die dadurch bedingte Erhéhung des P-Gehalts im Blute zu _be- 
trachten. 

Ist diese Annahme richtig, so muB die Erhéhung des P-Gehalts ebenso 
wie bei Fiitterungsversuchen ein Sinken des Ca-Gehalts mit sich bringen, 
was zum Ausbruch der Tetanie fiihren wiirde. 

Man kénnte glauben, dals eine der wichtigsten Funktionen der 
Parathyreoiden die Regulierung der P-Ausscheidung sei. Fehlt also die 
Funktion der Parathyreoiden, so muB eine Retention des P zustande 
kommen. Diese Auffassung findet in dem folgenden Versuch eine Unter- 
stiitzung. Injiziert man einem parathyreopriven Hunde das Hyrmon, 
so verschwinden nicht nur die tetanischen Symptome, sondern es kehrt 
damit gleichzeitig auch die normale P-Ausscheidung zuriick. 
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Eine andere Vorstellung gabe folgende Mdéglichkeit: Neuere Ver- 
suche von Eggleton und Eggleton (16), sowie Fiske und Subbarow (17) haben 
bewiesen, daB der P im Muskel in einer labilen organischen Verbindung 
vorliegt und daB diese Verbindung im Moment der Kontraktion in einen 
organischen und anorganischen Bestandteil zerfallt, wovon letztere: 
den P enthalt. Nach Fiske und Subbarow ist der organische Bestandtei! 
dieser labilen séureléslichen Verbindung nur Kreatin, Eggleton und 
Eggleton (18) behaupten aber, daB die Kreatin-Phosphorséure nur ein Teil 
einer kompliziert zusammengesetzten organischen Verbindung sei. Zwai 
ist die Konstitution dieser Verbindung noch unbekannt; jedoch ist es 
zweifellos, daB sie bei der Muskelkontraktion zerfallt und dabei anorganische: 
P abgespalten wird. Da eins der wichtigsten Symptome der parathyreo- 
priven Tetanie die Erhéhung des Muskeltonus ist, wobei an kleineren ode 
groBeren Muskelgruppen zeitweise kraftige Zuckungen auftreten, gibt es 
zur Spaltung des Kreatin-Phosphats und dadurch zur Erhéhung des an- 
organischen P im Blute genug Méglichkeiten. 


Mit den folgenden Versuchen wollte ich nun entscheiden, ob die 
Erhéhung des anorganischen P im Blutserum durch die tetanischen 
Muskelkontraktionen hervorgerufen wird. 


Versuchsergebnisse. 

Zuerst war die Frage zu beantworten, wie sich der anorganische 
Blutphosphorgehalt von ganz normalen Hunden wahrend der Krampfe 
verhalt. Zu diesem Zweck wurde normalen Hunden Strychnin subkutan 
verabreicht und der Gehalt an anorganischem P im Blutserum vor und 
wahrend der Krampfe bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle I zu- 


Tabelle I. 


Anorganischer P-Gehalt im Blutserum nach subkutaner Strychnininjektion. 





Vor der Nach der ais . 
Lfd. Nr. Injektion |  Injektion Runshene Anmerkung 
mg-°/9 mg-°'5 %6 

1 41 5.6 37 21. XI. 1930. 3 Min. nach Verabreichung 
von 2cem 1°/,igem Strychnin sub- 
kutan pro kg Koérpergewicht. Un- 
mittelbar nach einem einzigen hef- 
tigen Krampfanfall. 

2 6.7 7.7 15 24. XI. 1930. 15 Min. nach Verabreichung 
von 1 cem 1 °/,igem Strychnin sub- 
kutan pro kg Kirpergewicht. Nach 
einem Krampfanfall. 

3 4.0 6.9 72 15. XII. 1930. Am Nachmittage nach 
Muskelentnahme 0,5 cem 1 °/,iges 
Strychnin subkutan. Nach 6 Krampf- 
anfillen. 

4 5.8 10.0 72 10. XII. 1930. Am Nachmittage nach 
Muskelentnahme 0,5 ecm 1 °/9iges 
Strychnin subkutan. Nach 6 Krampf- 

. anfillen. 
5 5.5 8.8 60 9. XII. 1930. Am Nachmittage nach 


Muskelentnahme 0,5 ecem 1 °/,iges 
Strychnin subkutan. Nach 7 Krampf- 
anfillen. 
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sammengefaBt. Die Versuchsdaten zeigen, dab in allen Fallen, wo 
Krampfe eingetreten waren, der anorganische Phosphorgehalt sich 
erhéht, und zwar in geradem Verhaltnis zu der Heftigkeit der Krampfe. 

Strychninkrampfe haben denselben EinfluB auf den Blutphosphor- 
gehalt auch bei Tieren, denen vorher die Parathyreoiden entfernt 
wurden. Wie Tabelle II zeigt, erhéht sich der schon infolge der Para- 
thyreoidectomie bereits hohe P-Spiegel unter dem EinfluB der Strychnin- 
krampfe noch bedeutend. 

Tabelle Il. 


Der Gehalt des Blutserums an anorganischem P nach subkutaner Strychnin- 
injektion bei parathyreopriv-tetanischen Hunden. 





Vor der Nach der P 
Lfd. Nr Injektion Injektion Zunahme Anmerkung 
mg-° mg- 
1 10,0 12.0 29 >. XII. 1930. Tetanische Krampfe 4 Tage 
nach der Operation. l ecm 1 iges 
Strychnin Nach einem 
Krampfanfal 
2 8.7 99 14 1. XU. 1930. Schwere tetanische Sym- 
ptome 5 Tage nach der Operation 
1 cem 1°/,iges Strychnin subkutar 
Nach einem Krampfanfall 
3 6.6 9.7 47 11. XII. 1930. Schwere Tetanie. 0,5 ecm 


1 °/oiges Strychnin subkutan. Nach 
6 Krampfanfallen 


4 8.0 11,1 39 18. XII. 1930. Leichte Tetanie. 0,5 cen 
1 iges Strychnin subkutan. Nach 
7 Krampfanfallen. 


XII. 1930. Tetanische Symptome 
0,5ecm 1 iges Strychnin subkutan. 
Nach 3 Krampfanfallen 


5 8,8 11,0 25 a 


Nun mubBte entschieden werden, ob bei der beobachteten Er- 
héhung die P-Zunahme aus den Muskeln stammt. Zu diesem Zweck 
wurde der anorganische P-Gehalt des venésen Blutserums von ruhenden 
und kontrahierenden Muskeln bestimmt. Aus Tabelle III ist ersichtlich, 
da8 wahrend der Kontraktion die Konzentration des anorganischen P 


Tabelle III. 


Anorganischer P-Gehalt im Blutserum von ruhenden und arbeitenden 








Muskeln. 

P-Gehalt in mg-°/) im Blutserum P-Gehalt in mg-' im Blut- 
Ltd im Ruhezustand serum wWihrend der Kontraktion 
Nr eee ~ . Anmerkung 

Arteriell Venis | Anderung a rteriell Venis Anderung 
1 6,7 6.2 = 6,8 9,3 + 37 (| Nach der Blut 
2 5,4 6,1 + 13,0 53 6,8 + 28 y wong ~ oo ae 

de ‘rie 

3 5.0 5.0 0.0 5.0 7.0 + 40 wurde dies« 
4 4.9 49 0.0 49 5.5 1. 12 | 15 Min. lang 
5 5.0 46 — 8.0 55 7.0 4+. 97 stark gepretit 
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in dem venésen Blute sich bedeutend erhéht. Dadurch ist bewiesen, 
da8 wahrend der Kontraktion aus dem Muskel P in das venése Blut 
iibergeht. Diese Versuchsreihen beweisen, daB bei parathyreopriv- 
tetanischen Tieren auch die Erhéhung des anorganischen Blut-P-Gehalts 
> . . . . oe 

durch den Ubertritt von anorganischem P in die Blutbahn wahrend 
der tetanischen Krampfe zustande kommt. 

Die Bestimmung des anorganischen und des organisch gebundenen 
P im Muskel von normalen und parathyreopriv-tetanischen Tieren kénnte 
diese Annahme direkt beweisen, jedoch nur beim positiven Ausfall des 
Versuchs. Die Blutmenge des Hundes macht némlich nur 7,7°, des ganzen 
Kérpergewichts aus, d.h. ein Hund von 10 kg Gewicht hat nur 770 cem 
Blut. Wéahrend der tetanischen Krampfe erhéht sich die Konzentration 
des anorganischen P von 4 zu 6mg-°,. In 100 ccm Blutserum bedeutet 
diese Erhéhung nur eine Zunahme von 2 mg, und zieht man die gesamte 
Blutmenge von 770 ccm in Rechnung, so erhélt man nur 15,4 mg Zunahme. 
Betrachtet man dagegen die Verhaltnisse des labilen P-Gehalts im Muskel, 
so findet man folgendes Bild. Der prozentuale Anteil des Muskels, bezogen 
auf das Kérpergewicht, erreicht mindestens 30°. Bei einem Gehalt von 
70 mg-°, an labilem P erhaélt man 2,1 g fiir den ganzen K6rper eines 10 kg 
schweren Hundes. Selbst wenn man an Stelle der oben berechneten 15,4 mg 
— diese Menge ist die zur erwahnten Erhéhung des anorganischen P-Gehalts 
im Blute nétige — die zehnfache derselben nimmt, so macht es auch nur 
154 mg aus, d. h. ungefaéhr 7°, des labilen P-Gehalts im Muskel muB8 sich 
spalten, um die Bediirfnisse zu decken. Dieser Unterschied bleibt unter 
der Grenze der physiologischen Schwankungen und auch der der Versuchs- 


fehler. 

Nach theoretischen Erwagungen ist es klar, daB von der Bestimmung 
der Kreatinphosphorsaure und des anorganischen P nicht viel zu er- 
warten war. Denn sollten die Versuche zu negativen Resultaten fiihren, 
so ist die Méglichkeit noch immer nicht ausgeschlossen, daB der an- 
organische P aus dem durch die tetanischen Krampfe zerfallenen 
Kreatin-P stammt. Einen positiven Ausfall der Versuche kénnte man 
dagegen als Beweis betrachten. Wie Tabelle IV zeigt, ergab sich nun aus 
den Versuchen ein positives Resultat, d.h. der Gehalt an Kreatin-P 
vermindert sich tatsaéchlich infolge der Tetanie in dem zuckenden Muskel, 
wahrend die Konzentration des anorganischen P zunimmt. Allem 
Anschein nach kann diese Verminderung nur dann beobachtet werden, 
wenn man die Bestimmungen an ein und demselben Hunde ausfiihrt, 
zuerst in normalem und dann in tetanischem Zustande. Dadurch 
kénnte man die widersprechenden Resultate von Davenport, Dixon 
und Ranson (18a) erklaren. 

Nach der Besprechung der Entstehung des anorganischen P wenden 
wir jetzt unsere Aufmerksamkeit auf die Beziehungen zwischen Muskel- 
kontraktion und Blutserum-Ca. 


Wie bekannt, ist der Ca-Spiegel waéhrend der Tetanie niedrig, der 
P-Gehalt dagegen hoch, und gleichzeitig treten Krampfe auf. Es wurde 
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Tabelle V. 


Ca-Gehalt im Blutserum von normalen Hunden vor und nach Strychnin- 
krampfen. 





Vor Nach 
Lfd. Nr. den Krimpfen den Krampfen Anderung Anmerkane 
mg-? mg-° |, 
1 9.95 14,50 ~ 46 Siehe Tabelle I, Nr. 1 
2 11,56 13,83 +19 Siehe Tabelle I, Nr. 2 
3 10,50 14,40 + 37 Siehe Tabelle I, Nr 
10,08 14.36 + 42 Siehe Tabelle I, Nr. 4 
5 10,30 13.50 + 3] Siehe Tabelle I, N1 


Tabelle VI. 


Ca-Gehalt im Blutserum von ruhenden und arbeitenden Muskeln. 





Ca-Gehalt in mg-°/, im Blut- Ca-Gehait in mg- im Blut- 
Lfd. serum im Ruhezustand serum Wihrend der Kontraktion 
~ _ — —_____—____—_ Anmerkung 


| eS EN i Sere | ie - ~ 
Arteriell Veniés Anderung Arteriell Venis Anderung 
1 10,15 10.15 0.0 10.30 10.20 +09 Siehe Tab. III, Nr. 1 
2, 12,00 12.00 0,0 12,00 12.00 0.0 Siehe Tab. III, Nr. 2 
3 9,70 10,10 +42 10,10 9.50 —59  Siehe Tab. III, Ni 
4 10,80 10,60 — 1,8 10,40 10,80 138 | Siehe Tab. III, Nr. 4 
5 11,80 11,80 0,0 11,40 11,60 1.7. Siehe Tab. III, Ni 


auch schon erwaéhnt, daB die Ursache der Zuckungen von einigen Autoren 
eben in der Verschiebung des (IKX” + Na*): Ca**-Quotienten gesehen wird. 
Tatsachlich scheint die Auffassung, da® die Senkung des Ca-Spiegeis im 
Blute eine Folge des Mangels der innersekretorischen Parathyreoiden- 
funktion sei, zu einem gewissen Grade bewiesen. Die Frage wird aber durch 
eine Beobachtung von Ellis (19) kompliziert, nach welcher die parathyreo- 
prive Tetanie die Anhéufung von Guanidin in den Geweben, in erster Linie 
im Gehirn der Tiere, verursacht. Da Guanidin ein krampfverursachendes 
Gift ist, k6nnte man nach obiger Beobachtung sich auch vorstellen, dafi 
die Entfernung der Parathyreoiden in erster Linie eine Guanidinanhéufung 
zur Folge hat. Dadurch werden Kraémpfe hervorgerufen, welche auBe1 
der Erhéhung des P-Spiegels im Blute auch die Erniedrigung der Ca-Kon- 
zentration nach sich ziehen. Wird bei einem normalen Hunde z. B. durch 
Strychninvergiftung ein Krampfzustand herbeigefiihrt, so wird wie 
wir schon gesehen haben der Gehalt des Blutserums an anorganischem P 
erhoht. Ist die Ca-Erniedrigung bei der Tetanie durch die Krampfe zu- 
stande gekommen, so miiBte auch die Strychninvergiftung zu einem Abfall 
des Ca-Gehalts fiihren. Es wurde aber schon von Miké und Pala (20) be- 
wiesen, daB dabei keine Erniedrigung, vielmehr eine bedeutende Erhéhung 
festgestellt werden kann. Diese Beobachtung ist. wie Tabelle V zeigt. 
auch durch meine Versuchsergebnisse hestaétigt worden. An dieser Stelle 
muB ich noch erwahnen. dab die Ca-Konzentration des Serums auBer bei der 
Strychninvergiftung auch bei der Guanidintetanie zunimmt [Collip und 
Clark (21)].. Die Krampfe verursachen also fiir sich keine Erniedrigung 
sondern eine Erhéhung des Ca-Spiegels. Andererseits ist es aber wahr- 








in- 
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scheinlich, da8B das Ca nicht aus den kontrahierenden Muskeln stammt. 
Man wird wenigstens zu dieser Annahme gefiihrt durch die Tatsache, dab 
die Konzentration des Ca in dem venosen Blute des kontrahierenden Muskels 
keine Veraénderungen zeigt (Tabelle V1). 


Die oben angefiihrten Ergebnisse beweisen also, dai der niedrige 
Ca-Gehalt des Serums bei der Tetanie keineswegs durch die Kontraktion 
der Muskeln bedingt ist. Es gibt also Muskelkontraktionen bei normaler, 
bei erhéhter und auch bei erniedrigter Ca-Konzentration. Davon 
unabhangig wird der anorganische P-Gehalt des Blutes durch Kon- 
traktionen immer erhdhbt. 


Methodik. 


1. Das Serum-Ca wurde mit derselben Methode bestimmt (nach 
Kramer und Tisdall), wie in einer fritheren Arbeit [v. Beznak (22)}. 

2. Die Bestimmung des anorganischen P im Serum wurde nach Fiske 
und Subbarow (23) ausgefiihrt, als Reduktionsmittel wurde 1, 2, 4-Amino- 
naphthochinonsulfonséure verwendet. 

3. Den anorganischen P-Gehalt des Blutserums von kontrahierenden 
und im Ruhezustand befindlichen Muskeln habe ich an normalen, gesunden 
Hunden miteinander verglichen. Nach 24stiindigem Hungern wurden die 
Hunde mit Ather narkotisiert und unter sterilen Bedingungen die Art. Ven. 
und N. femoralis aufgesucht. Die Nn. femoralis und ischiadicus wurden 
zwischen zwei Platinelektroden geschaltet und aus der Art., sowie aus der 
Vena femoralis 10 bis 10cem Blut entnommen. Nach 5 Minuten Pause wurde 
der Stromkreis [2 Volt (Rollenabstand ©)! geschlossen. Vom Augenblick 
des Stromschlusses an bis zu dessen Ende wurden aus der Vena femoralis 
mit einer Rekordspritze langsam 10 ccm Blut entnommen. Die Reizung 
dauerte im ganzen | bis 3 Minuten. und nach Beendigung dieser Periode 
wurde auch aus der Art. femoralis 10 cem Blut entnommen. Die Blut 
proben wurden zentrifugiert und in den Seren Ca und P mit den genannten 
Methoden bestimmt. Die kleinsten Anzeichen einer Hamolyse geniigten, 
um diese Blutprobe aus den Versuchen auszuschalten. 

4. Die Bestimmungen des organischen und des anorganischen P wurden 
wie folgt vorgenommen, und zwar immer an demselben Hunde. Die erste 
im normalen Zustand, die zweite in einem Zeitpunkt, wenn die Para- 
thyreoidectomie an den Muskeln des anderen Hinterbeines schon starke 
tetanische Zuckungen hervorgerufen hatte. Der Hund wurde auf die Seite 
gelegt, der Oberschenkel des HinterfuBes rasiert und mit Jodtinktur b: 
strichen. In der Furche bei der Begegnung des M. vastus lateralis und des 
Biceps femoris wurde mit einem schnellen Schnitt die Haut so aufgeschnitten, 
daB die laterale Halfte des M. vastus medialis gut sichtbar wurde. Mit einem 
anderen scharfen Messer wurde aus dem Muskel ein Stiick von 3 bis 4¢ 
herausgeschnitten und in die Kaltemischung von Eis und Kochsalz ein 
getaucht. Danach wurde das ganze Muskelstiick auf einem Kohlenséure 
mikrotom, mit Zuhilfenahme von Athylchlorid in 32 4 dicke Schnitten 
aufgeteilt und in einen, in der Kaltemischung aufbewahrten Er/enmeyer- 
Kolben von 100 cem, der 20 cem 5°, ige Trichloressigsiure enthielt, tber- 
gefiihrt. Der ganze Vorgang mu binnen 5 Minuten durchgefiihrt werden. 
Der Muskelbrei wurde in dem gekiihlten Kolben 5 Minuten lang kriaftig 
geschiittelt und danach durch einen ebenfalls abgekiihlten Buchner-Trichter, 
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der mit gehartetem Filtrierpapier (Schleicher u. Schiill, Nr. 575) versehen 
war, abgesaugt. Im Filtrat wurde der Kreatin-P und der anorganische P 
nach Fiske und Subbarow bestimmt. Stets wurde das Volumen des mit 
NaOH alkalisch gemachten Fiitrats abgemessen. Die Vergleichung der 
Lésungen geschah in dem Leitz-Biirkerschen Kolorimeter, die Héhe der 
Standardlésung wurde auf 10 mm eingestellt. Die Menge des Kreatin-P 
und des anorganischen P wurde in Prozenten der Muskeltrockensubstanz 
ausgedriickt und die Rechnung nach folgender Formel ausgefiihrt: 
P mg-°,, = 50 V/RG, in welcher V das Volumen des trichloressigsauren 
Extrakts, R die Ablesung am Kolorimeter und G das Trockengewicht des 
Muskels bedeutet. Der Wert des letzteren wurde so ermittelt, daB nach 
dem Filtrieren der Riickstand des Muskelbreies vom Filtrierpapier ab- 
geschabt und am Wasserbad bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde. 
Obwohl Fiske und Subbarow, sowie auch Eggleton und Eggleton ihre Rechnung 
auf das Gewicht des frischen Muskels beziehen, habe ich davon abgesehen, 
erstens weil das Wiegen des frischen Muskels immer mit Zeitverlust einher- 
geht, was den Zerfall des Kreatin-P verursachen kann, zweitens, weil 
nach den Beobachtungen von Ellis (24) der Wassergehalt im Muskel von 
parathyreopriv-tetanischen Tieren zunimmt. Bezieht man die Rechnung aufs 
Trockengewicht, so ergibt sich 279 mg Kreatin-Phosphorséure und 87 mg 
anorganischer P pro 100g Muskelsubstanz. Rechnet man diesen Wert 
auf den frischen Muskel um, wobei der Wassergehalt zu 75°, angenommen 
wird, so erhalt man 70 mg-°, Kreatin-Phosphorséure und 21 mg-°, an- 
organischen P. Beide Werte stimmen mit den Bestimmungen von Fiske 
und Subbarow gut iiberein, jedoch ist der Wert fiir den anorganischen P 
um 6 mg-°, héher als der von Sacks und Davenport (25). Es ist aber nicht 
zu vergessen. daB Sacks und Davenport ihre Bestimmungen an Gastrocnemien 
und mit in situ-Abkiihlung ausgefiihrt haben. Es ist auch bekannt, daf 
Kreatin-P und anorganischer P in den verschiedenen Muskeln verschieden 
verteilt ist. 

5. Die Entfernung der Parathyreoiden geschah mittels totaler Thyreo- 
parathyreoidectomie, mit sorgfaltiger Schonung des N. laryngeus, in Ather 
narkose und unter sterilen Bedingungen. 


Diskussion. 


Aus den obigen Versuchen geht zweifellos hervor, daB die Zunahme 
des anorganischen P-Gehalts wahrend der parathyreopriven Tetanie, 
wenigstens zum Teil, dem Zerfall der Kreatinphosphorsaure infolge der 
Muskelzuckungen zugeschrieben werden kann. Die drei charak- 
teristischen Symptome der Tetanie: niedrige Ca-, hohe P-Konzen- 
tration und die tetanischen Zuckungen kénnen also, wie es scheint, 
eindeutig erklart werden. Infolge der Abwesenheit des Parathyreoiden- 


hormons verschwindet das Ca aus dem Blute, um sich in den Knochen 
; . . K* + Na* 
abzulagern. Die dadurch entstandene Verschiebung in dem te . 





++ 
Quotienten erhéht die Erregbarkeit der Muskeln, was wiederum zu 
Zuckungen fiihrt. Die Zuckungen ihrerseits bewirken den Zerfall der 
Kreatinphosphorséure, und die freigewordene Phosphorséure gelangt 
in die Blutbahn. Die Erhéhung des P-Gehalts wird andererseits auch 
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dadurch bedingt, daB die Ausscheidung des P infolge der Parathyreoiden- 
entfernung rasch abnimmt. Wir stehen hier einem pathologischen 
circulus vitiosus gegeniiber. Die Erhéhung des P-Spiegels hat die 
Erniedrigung des Ca-Gehalts zur Folge, dadurch wird die Erregbarkeit 
der Muskeln gesteigert, es treten Zuckungen auf, welche zu einer neuer- 
lichen Erhéhung des P-Gehalts fiihren. 


Zusammenfassung. 

1. Strychninkrampfe bewirken eine Zunahme im Gehalt des 
Blutes an anorganischem P und an Ca. 

2. Das vendse Blut des kontrahierenden Muskels enthalt mehr 
anorganischen P als dasjenige des ruhenden, dagegen ist der Ca-Gehalt 
unverandert. 

3. In den eben in Kontraktion befindlichen Muskeln nimmt_ bei 
der parathyreopriven Tetanie die Menge der Kreatin-Phosphorsiure 
ab, wahrend die Konzentration des anorganischen P sich erhdht. 
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Versuche iiber die Bedeutung des Nebennierenmarkes 
fiir die Vorbeugung des Insulinschocks. 


Von 
David H. Béggild. 


(Mitteilung aus der Réntgenklinik des Kommunehospitals in Aarhus, 
Danemark. ) 


(Eingegangen am 19. April 1931.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Im Rahmen der Frage tiber die Wechselwirkung zwischen Adrenalin 
und Insulin im Organismus findet sich folgendes Problem: Tragt der 
Organismus durch seine Adrenalinsekretion dazu bei, das Blutzucker- 
niveau nach Insulininjektion zu stabilisieren? Schon die bekannte 
Tatsache (1), daB die Senkung des Blutzuckerspiegels innerhalb weiter 
Grenzen unabhangig ist von der injizierten Insulinmenge, zeigt, dab 
der Organismus tiber wirksame Mittel verfiigen muB, katastrophale 
Wirkungen des Insulins zu verhindern. Es existiert eine ganze Reihe 
von Arbeiten, welche untersuchen, ob das Adrenalin zu diesen Mitteln 
gehért. Ehe ich die Arbeiten erwahne, die in ihrer Anlage der jetzigen 
Arbeit am nachsten stehen, erinnere ich an die Versuche von Houssay, 
Lewis und Molinelli (2), welche zeigen, daB Insulininjektion bei Hunden 
die Adrenalinsekretion steigert. Sie fanden namlich, daB Blut aus der 
Nebennierenvene eines Hundes, das nach Insulininjektion einem anderen 
Hunde intravenés zugefiihrt wurde, eine Steigerung des Blutzuckers 
bei letzterem hervorrief. Entsprechende Erfolge erzielten Cannon, 
Mclver und Bliss (3) und Tschebaksaroff und Malkin (4). 

Verschiedene klinische Arbeiten, so in letzter Zeit von Nordsted, Norgaard 
und Hess Thaysen (5) vreisen darauf hin, daB wesentliche Symptome in 
dem hypoglykémischen Komplex den Symptomen nach einer Adrenalin- 
injektion ahneln. Die Hauptaufgabe einer Reihe von Arbeiten, darunter 
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auch vorliegender, ist es, zu untersuchen, ob die Ausschaltung der Neben- 
nierenmark-funktion die Empfindlichkeit gegeniiber Insulin erhéht. Als 
Ma8 fiir die Insulinwirkung wurden teils starkere Vergiftungserscheinungen, 
besonders Krampfe, teils die Wirkung auf den Blutzuckerspiegel benutzt. 
Die Ausschaltung der Funktion des Nebennierenmarks hat man haupt- 
sichlich zu erreichen versucht durch Splanchnicusdurchtrennung [Lewis 
und Magenta (6)!, totale Nebennierenentfernung | Sundberg (7), Hallion und 
Gayet (8), Stewart und Rogoff (9), Artundo (10)!, sowie Entfernung des 
Nebennierenmarks | Lewis und Magenta (6), Britton, Geiling und Calvery (11)}. 
SchlieBlich haben mehrere Untersucher [speziell Britton, Geiling und Cal- 
very (11)) kombinierte Eingriffe vorgenommen, besonders Nervendurch- 
trennung auf der einen Seite, totale Nebennierenentfernung auf der anderen. 
Die doppelseitige Epinephrectomie ist jedoch zweifellos ein un- 
giinstiger Eingriff fiir die Lésung der Frage. Denn selbst Versuchstiere, 
die langere Zeit hindurch den Eingriff iiberlebt haben, miissen als wenig 
widerstandsfahig betrachtet werden, da sie mit einem dauernden 
Mindergehalt an Nebennierenrinde ihr Leben fristen. Die Splanchnicus- 
durchtrennung, besonders die doppelseitige, scheint dem Verfasser 
ein Eingriff zu sein, der die Méglichkeit so weitgehender Wirkungen 
einschlieBt, daB die Versuchsresultate schwer einschatzbar erscheinen. 
Dementsprechend zeigt sich auch, daB die Versuchsergebnisse der 
oben genannten Forscher sehr wenig iibereinstimmen. Am meisten 
AufschluB scheinen noch die Versuche von Britton, Geiling und Cal- 
very (11) zu geben, sie fanden bei Katzen nach Ausschalten des Neben 
nierenmarks (entweder nach doppelseitiger Aussaugung des Marks aus 
den Nebennieren oder nach Entfernung der rechten Nebenniere und 
,.Enervation’’ der linken) Vergiftungserscheinungen und allgemeine 
Krampfe nach 0,2 bis 0,5 Einheiten Insulin pro Kilogramm Kérper- 
gewicht, wahrend vor der Operation weniger haufig Vergiftungs- 
erscheinungen nach 2 Einheiten pro Kilogramm Korpergewicht auf- 
traten. Sie fanden auch, daB der Blutzuckerspiegel bei Injektionen 
nach der Operation etwas tiefer sinkt. Doch geben ihre Versuche kein 
volilstandiges Bild der Blutzuckerschwankungen, da die Proben mit 
Zwischenraumen bis zu einer Stunde entnommen sind. 


Eigene Versuche. 


Als Versuchstiere wurden, als am besten geeignet, Hunde gewahilt, 
da ihr Blutzuckerspiegel bei den notwendigen Eingriffen nur unwesent- 
liche emotionelle Schwankungen zeigt [ Beggild (12)]. Das Gewicht der 
drei Hunde betrug 19, 18 und 23 kg. Die Insulininjektionen wurden 
in die Oberschenkelvene gemacht, die ohne Narkose durch einen kleinen, 


schnell vorgenommenen Schnitt auf der Innenseite des Oberschenkels 
freigelegt war. Die intravendse Insulinzufuhr wurde gewahlt, um 
etwaigen Fehlern durch verschiedene Resorptionsgeschwindigkeit, mit 
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der bei subkutaner Zufuhr gerechnet werden muB, vorzubeugen. Sowohl 
bei den einleitenden Kontrollversuchen als auch bei den Versuchen 
nach Nebennierenbehandlung wurden jeweils vier internationale Ein- 
heiten des Fabrikats ,,Leo“ injiziert. Versuche wurden vorgenommen 
sowohl bei Kohlenhydratkost der Tiere als nach Hungerperioden. 
Die Kohlenhydratkost bestand aus Weibbrot, das in abgewogener, 
kalorisch geniigender Menge in einer taglichen Mahlzeit gegeben wurde 
wahrend zweier Perioden von je einer Woche Dauer. Nach jeder 
Periode wurde etwa 22 Stunden nach der letzten Fiitterung ein Versuch 
vorgenommen. Als MaB der Insulinwirkung benutzten wir die Schwan- 
kung des Blutzuckerspiegels; da die Wirkung nach intravenéser Zufuhr 
schneller eintritt und auch schneller abklingt als nach subkutaner 
Zufuhr, muBten die Proben mit kurzen Zwischenréumen entnommen 
werden — in den ersten etwa 3/,-Stunden wurden die Proben etwa alle 
5 Minuten, danach in etwa 1 Stunde etwa alle 10 Minuten und spater 
alle Viertelstunde entnommen. Titriert wurde nach Hagedorn und 
Jensen (13). Darauf wurden die Tiere einer fiinftagigen Hungerperiode 
unterworfen und darauf wieder Insulinversuche vorgenommen. Nachdem 
so ein Kontrolimaterial gewonnen war, wurde die Nebennierenbehandlung 
vorgenommen. Wie aus oben erwahntem hervorgeht, muB als einzig 
rationelles Verfahren ein solches betrachtet werden, bei dem nach 
Entfernung des Nebennierenmarks der gréBte Teil der Rinde unbescha- 
digt erhalten bleibt. 

Die Operation wurde in Morphin-Athernarkose folgendermaBen vor- 
genommen: Laparotomie mittels Querschnitt in der rechten Lumbal- 
region; die rechte Niere wird bis zur Freilegung der Nebenniere nach unten 
gezogen, deren unteres Ende wird eingeschnitten und eine stumpfe 
Sonde ins Mark hineingefiihrt, darauf wird das Mark mit einer feinen 
Uterincurette herausgekratzt, wihrend man besonders darauf bedacht 
ist, das Mark aus dem hakenférmigen Auslaufer zu entfernen, der gewéhnlich 
von der Lateralseite ausgeht. Darauf arbeitet man sich stumpf durch das 
retroperitoneale Gewebe vor der Vena cava und Aorta bis zur Héhe des 
oberen linken Nierenpols vor; hierbei findet man leicht den unteren Pol 
der linken Nebenniere, die dann in gleicher Weise wie die rechte behandelt 
wird. Falls die Blutung aus der Nebenniere nicht nach kurzer Kompression 
steht, vernéht man mit wenig feinen Naéhten den Einschnitt im unteren Pol. 
Der Eingriff greift die Tiere nur wenig an, nach Verlauf weniger Tage sind 
sie wieder gut in Form und fressen gut. 

Etwa 6 Wochen nach den Operationen, wenn die Tiere wieder 
geheilt, in guter Form und von demselben Gewicht wie vor dem Ein- 
griff waren, wurden sie erneuten Insulinversuchen nach entsprechender 
diatetischer Vorbereitung unterworfen. 


Einer der Hunde (i9 kg) war bei der einen Injektion so unruhig, dab 
Versuche nicht vorgenommen werden konnten, weshalb wir nur iiber fiinf 
Kurven nach Kohlenhydratfiitterung und Nebennierenbehandlung verfiigen. 
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Nach Beendigung der Versuche wurden die Tiere erschossen, die 
Nebennieren sofort herausgenommen und in JJiillerscher Lésung fixiert, 
und spéter in Serienschnitten untersucht. In allen Nebennieren fand man 
den gr66ten Teil der Rinde unbeschadigt. In einer der Nebennieren fand 
sich noch eine ganz kleine Gruppe chromaffiner Zellen (weit unter '/;.¢ 
der urspriinglichen Menge). In den iibrigen Nebennieren lieB sich kein 
chromaffines Gewebe nachweisen. Die Eingriffe miissen demnach als 
gelungen bezeichnet werden. 
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Abb. 1. 
Blatzuckerkurven nach Insulininjektion, nach Kohlenhydratfiitterung, 
vor der Nebennierenbehandlung. 
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Blutzuckerkurven nach Insulininjektion, nach Kohlenhyvdratfiitterung 
vor der Nebennierenbehandlung 
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Abb. 3 
Blutzuckerkurven nach Insulininjektion, nach Kohlenhydratfiitterung, 
nach der Nebennierenbehandlung. 
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Abb. 4. 
Blutzuckerkurven nach Insulininjektion, nach Kohlenhydratfiitterung, 


nach der Nebennierenbehandlung. 


Die Versuchsresultate ergeben sich aus den beigefiigten Kurven. 
In den Kontrollversuchen bemerkt man nach Kohlenhydratfiitterung 
den steilen Abfall der Blutzuckerkurve nach der Injektion, daraufhin 
eine sehr unruhige Partie mit einem Durchschnittswert von etwa 
50 mg-°%, absolute Minima von etwa 40 mg-°,, doch mit einzelnen 
kurzdauernden Fallen unter 30 mg-°,, darauf allmahliches Ansteigen 
unter staéndigem Schwanken bis zu Werten tiber den Ausgangswerten, 
etwa 105 Minuten nach der {njektion. Die erste Schwankung aufwarts 
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im Blutzuckerspiegel liegt etwa 25 Minuten nach der Injektion, wahrend 
die spateren mehr unregelmaBig verteilt sind. Ein Verhalten, welches 
charakteristisch scheint fiir die Blutzuckerkurven nach intravendser 
Insulinzufuhr bei kohlenhydratgefiitterten Hunden [G@értz und 
Beggild (14)|. Nach der Nebennierenbehandlung findet man ein Fallen 
des Blutzuckerspiegels annihernd wie vor der Behandlung, ein prin- 
zipieller Unterschied in den absoluten Mindestwerten laBt sich nicht 
beobachten, dagegen scheinen die Kurven iibereinstimmend zu zeigen, 
daB der endgiiltige Anstieg etwa '/, bis */, Stunden spater eintritt und 
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Abb. 5. 

Durchschnittliche Ausgleichskurven, nach Kohlenhydratfiitterung. 
I vor, II nach der Nebennierenbehandlung. 





nur ausnahmsweise die Anfangswerte erreicht. Am deutlichsten tritt 
dieses in Erscheinung, wenn man durchschnittliche Ausgleichskurven 
fiir die Versuche vor und nach der Nebennierenbehandlung herstellt. 
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¥ Abb. 6. 

; Blutzrckerkurven nach Insulininjektion, nach Hunger, 
vor der Nebennierenbehandlung. 
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In den Versuchen nach der Hungerperiode findet man entsprechende 
Verhaltnisse — Abfall in gleicher Tiefe wie in den Kontrollversuchen, 
aber spater einsetzender und nicht so vollstandiger Anstieg auf die 


Anfangswerte. 
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Abb. 7. 
Blutzuckerkurven nach Insulininjektion, — nach Hunger, 


nach der Nebennierenbehandlung. 


Bei allen Versuchen wurden die Hunde scharf beobachtet, irgend- 
welche Ermiidung oder Erschlaffung, geschweige denn ernstere Symp- 
tome wurden nie beobachtet. Vielleicht beobachtete man in einigen 
Fallen eine leichte Tragheit bei den Tieren, etwa 1 bis 11/, Stunden 
nach den Injektionen, die nach der Nebennierenbehandlung vor- 
genommen wurden. 

Als Ergebnis dieser Versuche muB man also bezeichnen: Die von 
Gértz und Beggild erwiesenen Eigentiimlichkeiten der Blutzucker- 
kurven kohlenhydratgefiitterter Hunde nach intravendser Insulin- 
injektion werden bestatigt. 

Nach maBigen intravenésen Insulindosen fallt der Adrenalin- 
_produktion des Organismus keine wesentliche Rolle zu bei der Ver- 
hinderung des katastrophalen Falles des Blutzuckers, wohl aber tragt 
sie zur schnellen Wiederherstellung des normalen Blutzuckerspiegels bei. 
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Die Omegakatalyse der oxydativen Glykokollspaltung. 


Neue Untersuchungen. 


Von 


Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln a. Rh.) 


Eingegangen am 22. April 1931. 
gegang I ) 


Als Omega wurde in friiheren Mitteilungen! ein (vermutlich 
chinoides) Oxydationsprodukt des Adrenalins bezeichnet, das sich in 
vitro und fiir die Atmung normalen Gewebes als Oxydationskatalysator 
erwies?. Soweit die Fortsetzung der Versuche bisher lehrt, erstreckt 
sich die oxydationskatalytische Wirkung des Omega einerseits auf 
Stoffe mit zwei orthostandigen Hydroxylgruppen*, andererseits auf 
Glykokoll. Schon Edlbacher und Kraus‘, die die Wirkung von Adrenalin 
bei Sauerstoffzutritt in schwach alkalischer Reaktion auf Aminoséuren 
studierten, fanden, daB die Beeinflussung der oxydativen Desaminierung 
des Glykokolls ein Sonderfall ist, dem sich andere Aminosauren nicht 
ahnlich verhalten. Die Katalyse der oxydativen Glykokolldesaminierung 
konnte von uns als Omegawirkung festgestellt werden®, und es schien 


‘nun verlockend, genauere Untersuchungen iiber die Spezifitat dieser 


Wirkung anzustellen, vor allem auch im Hinblick auf die von uns fest- 
gestellte Beeinflussung der Gewebsatmung durch Omega. 


Methodik. 


Die Methodik war fast gleich, wie bei den Untersuchungen der ersten 
Mitteilung, soweit im Text nichts besonderes angegeben ist. Omega wurde 
in der friiher angegebenen Art (Zusatz von 0,5 cem n/50 HCl und 0,2 ccm 
n/100 NaNO, zu 4,5 cem Adrenalinlésung, Erwarmen im Wasserbad auf 50°) 
aus reiner Base (Héchst) hergestellt. oder durch Impfen von Adrenalin- 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 220, 84, 1930; 220, 92, 1930. 

2 Bruno Kisch u. J. Leibowitz, ebendaselbst 220, 97, 1930. 

% Die Versuche hieriiber werden zurzeit noch fortgesetzt. 

4 S. Edlbacher u. J. Kraus, Zeitschr. f. phys. Chem. 178, 239, 1928. 
5 Bruno Kisch u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 220, 370, 1930. 
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losung mit Omega (s.l.¢.)'. Die Ergebnisse bei Benutzung kauflichen 
Adrenalins als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von Omega waren 
grundsatzlich die gleichen. Die gleichen Resultate ergaben Versuche, bei 
denen den Proben frisch bereitete Adrenalinlédsung zugesetzt wurde, da 
sich das Adrenalin im Versuchsverlauf ohnehin schnell in Omega umwandelt. 

Bei der Durchfiihrung dieser Untersuchungen wurde ich durch die 
Mitarbeit des Laboranten H. Thenhaeff wesentlich unterstiitzt. 


Versuchsergebnisse. 
1. Bedeutung des Phosphats bei der Reaktion. 


Edlbacher und Kraus haben ihre Versuche stets unter Pufferung 
der Lésungen mit Sdrensenschem Phosphatgemisch ausgefiihrt und 
betont, daB die oxydative Desaminierung des Glykokolls ohne Puffer- 
zusatz viel schlechter vor sich geht. Bei meinen friiher mitgeteilten 
Versuchen (mit Leibowitz) hatten wir ahnliche Erfahrungen gemacht. 
Es schien noch nétig festzustellen, ob die férdernde Wirkung der Phos- 
phate lediglich als Pufferwirkung anzusehen ist oder ob das Phosphat 
etwa in irgendeiner Weise chemisch an den ablaufenden Reaktionen 
beteiligt ist. 

Zur Ermittlung wurde vergleichsweise Glykokollésung, die mit 
Omega beschickt war, in einem Teil der Proben durch Zusatz von 
Phosphatgemisch in einem anderen Teil der Proben durch NaHCQ,- 
Zusatz auf die gleiche H-lonenkonzentration gebracht. 

Das Ergebnis eines solchen Versuchs sei angefiihrt: 


Versuch 12. 

Zu je 5cem m/10 Glykokoll6sung und 10cem des px-Regulators 
(Phosphatpuffer oder NaHCO,) wurden je 2cem Omegalésung, aus reiner 
Adrenalinlésung (Héchst) 1 : 1000 hergestellt, zugesetzt. Alle Proben kamen, 
dauernd durchliiftet, fiir 18 Stunden in ein Wasserbad von 40°C. Dann 
wurde jeder Probe 1 cem KOH von 30 ©, zugesetzt und nun noch | ', Stunden 
lang ein Luftstrom durch die Réhrchen und die 20 cem.n/50 HC! enthal- 
tenden Vorlagen geblasen, und das Ammoniak durch Titration der Vorlagen 
bestimmt. Nach Pufferzusatz hatten alle Réhrchen des Versuchs ein kolori- 
metrisch bestimmtes pu von 7,9. 





m 10 Omega Verbranct 
Probe Glykokoll Py-Regulator 1: 1000 . SO HCL 

cem cem 

1 5 Phosphat — — 

2 5 * 2 3,8 

3 5 é. 2 3,8 

4 5 NaHCO, “ a 

5 5 NaHCO, 2 3,85 

6 5 NaHCO, 2 4,1 


! Der Direktvion der I. G. Farbenwerke Elberfeld bin ich fiir die freund- 
liche Uberlassung des Materials zu a&frichtigstem Danke verpflichtet. 
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In einer Reihe von ahnlich angesetzten Versuchen war das Ergebni- 
ausnahmslos dasselbe. Die mit NaHCO, als Puffer ohne Phosphat 
angesetzten Proben bildeten nicht weniger Ammoniak (aber nur bei 
Anwesenheit von Glykokoll und Omega!) als die mit Phosphatpuffe: 
angesetzten. 

Es geht hieraus jedenfalls hervor, daB die Rolle des Phosphats 
bei der Férderung der Desaminierung des Glykokolls durch Omega- 
katalyse als Pufferwirkung aufzufassen ist, da sie durch phosphorfreie 
Puffer vollkommen ersetzbar ist. 


2. Das Verhalten anderer untersuchter Substanzen. 


Die Angaben von Edlbacher und Kraus iiber die Sonderstellung des 
Glykokolls bei der Desaminierung unter Adrenalineinwirkung wurden 
an einer Reihe von chemischen Verbindungen tiberprift und, wie 
gleich gesagt werden kann, bestiatigt. Da aber friiher gezeigt werden 
konnte, daB fiir die Glykokollspaltung ein py-Optimum der Omega 
katalyse besteht, so wurden die entsprechenden Versuche bei 
verschiedener Wasserstoffionenkonzentration der Versuchslésung aus- 
gefiihrt. 

Keine merkliche oder eine nur minimale Ammoniakbildung war 
festzustellen, wenn bei sonst ganz gleicher Versuchsanordnung statt 
des Glykokolls verwendet wurde n/10 Lésung von Alanin (untersuchter 
pu-Bereich 7,0, 7,1, 7,3, 7,8, 7,9, 8,0), Dioxyphenylalanin (px 7,0, 7,1) 
oder Glutaminsaure (py 7,7, 7,8). 

AuBerdem untersuchte ich noch Taurin bei einem py der Lésung 
von 7,4 und 7,9, ebenfalls ohne Erfolg. 


Nimmt man hinzu, daB Edlbacher und Kraus bei ihren Unter- 
suchungen keine oder minimale Ammoniakbildung bei Einwirkung 
von Adrenalin und Sauerstoff bei folgenden Stoffen fanden: Alanin, 
Leucin, Valin, Glutaminsaéure, Phenylalanin, Tyrosin, Ornithin, Lysin, 
Arginin, Histidin, Tryptophan, Prolin, Cystin? und Taurin, so ist 
ersichtlich, daB die katalytische Wirkung des Omega beziiglich 
der oxydativen Desaminierung des Glykokolls schwindet, sobald 
ein Wasserstoffatom, das an das C der CH,NH,-Gruppe gebunden 
ist, substituiert wird. Die Wirkung des Omega in der genannten 
Hinsicht betrifft also nur diese Gruppe und nicht etwa die Gruppe 
CHNH,, die irgend etwas anderes als noch ein H und ein C an das 
in ihr enthaltene C gebunden hat. 


1 Bei Cystin allein wurde eine merkliche Ammoniakbildung fest- 
gestellt, die aber nur etwa ein Fiinftel der aus (Glykokoll gebildeten 
Menge betrug. 
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3. Versuche mit Glykokoliderivaten. 

Fiir die spezifische Wirkung des Omega als Katalysator oxydativer 
Desaminierung blieb schlieBlich noch die Frage zu untersuchen, ob 
die COOH-Gruppe des Glykokolls fiir das Zustandekommen der Kata- 
lysatorwirkung des Omega von Belang ist. 

Diese Frage war um so reizvoller, als das Glykokoll vermutlich 
in wasseriger Lésung in Betainform vorkommen dirfte, wahrend es 
in konzentriertem Alkohol vorwiegend in offener Form geldést ist?. 

Glykokoli 


C H,—N Hg, ( Hy—N Hy 
C—O C—OH 
Oo 
Oo 
Betainform Offene Form 


Falls die Anwesenheit der COOH-Gruppe im Molekiil (frei oder 
als Betainform) eine Voraussetzung fiir die katalytische Wirkung des 
Omega bei der oxydativen Glykokoll- Desaminierung ist, so diirfte diese 
Wirkung nach Veresterung nicht mehr zutage treten. Ferner war zu 
erwarten, daB, falls die katalytische Omegawirkung daran gekniipft 
ist, daB die COOH-Gruppe in bestimmter Lagebeziehung zur CH, N H,- 
Gruppe im Molekiil steht, die etwa die Betainform erméglicht, das 
Omega bei einem Dipeptid wie dem Glycyl-Glycin trotz Anwesenheit der 
CH, NH,- und der COOH-Gruppe im Molekiil unwirksam bleiben wird. 

Beide Fragen wurden untersucht. 

Bei Verwendung von Glykokoll-Athylester bediente ich mich eines 
von der Firma J. D. Riedel-E. de Haen hergestellten reinen Praparats, 
das als Glykokoll-Athylester-Chlorhydrat zur Verwendung kam. Durch 
Zusatz von sekundérem Phosphat und verdiinnter Lauge wurde die 
Lésung auf die erwiinschte Wasserstoffionenkonzentration gebracht. Die 
ersten Versuche zeigten, daB auf Zusatz von Omega bei der beschrie- 
benen Versuchsanordnung auch der Athylester des Glykokolls Ammo- 
niak abspaltete, aber in wesentlich geringeren Mengen als Glykokoll 
selbst. Die Versuche lieBen aber weitere bestimmte GesetzmabBigkeiten 
erkennen. Die Spaltung des Athylesters war um so reichlicher beziiglich 
der Ammoniakbildung, je alkalischer die Lésung, je héher die Tem- 
peratur und je linger die Versuchsdauer war. 

Zwei Beispiele mégen dies belegen. Die Konzentration des Athyl- 
esters wurde in allen Versuchen (wie die des Glykokolls) mit m/10 
gewahit. 


1 Vgl. die Literatur hieriiber bei Meyer-Jacobson, Lehrbuch der orga- 
nischen Chemie. Berlin u. Leipzig 1923, I, 2, 8. 733; ferner S. Edlbacher, 
Die Strukturchemie der Aminoséuren und EiweiBkérper. Leipzig u. Wien 
1927, S. 6 ff. 
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Versuch $l. 

Temperatur 36°. Je 5ccm untersuchter Lésung (Glykokoll 0,75 °oig, 
Glykokoll-Athylester 1,4° ig). Versuchsdauer 18 Stunden. Allgemeine 
Versuchsanordnung wie bei Versuch 12. Jedes Réhrchen enthielt 10 cem 
Pufferlésung (Phosphatgemisch). Schwache Durchliiftung. 





. a Omega Verbraucht 

Probe 5eem m/10 Endgiiltiges 1: 1000 n50 HCl 
PH eem ecm 
1 Glykokoll 7,3 3 0.8 
2 = 7,8 3 1.8 
3 Glykokoll -Athylester 7,3 3 0.1 
4 as 7,3 8 0,2 
5 ‘i 7,8 - si 
6 G 7,8 3 0,4 
z = 7,8 3 0,5 


Versuch 32. 
Temperatur 39°. Versuchsdauer 42 Stunden. Ubrige Versuchs- 
bedingungen wie beim vorigen Versuch. Starker durchliiftet. 





Nr. Untersucht Endgiiltiges Tae a 
—_ Pu cem cem 
1 Glykokoll 7,3 2 3,3 
2 - 8,1 2 3,3 
3 Glykokoll -Athylester 7,3 2 1,2 
+ e 7,3 2 1,1 
5 a 8,1 2 2,7 
6 i. 8,1 2 2,7 


Da sich bei geeigneter Wahl der Temperatur, Versuchsdauer, 
pa und Durchliftung auch der Versuch so leiten lie}, daB Glykokoll- 
Athylester gar nicht, Glykokoll aber deutlich gespalten wurde, so 
war der Verdacht naheliegend, daB der Ester unter Omegaeinflub 
nur insoweit oxydativ desaminiert wird, als vorher durch hydro- 
lytische Esterspaltung Glykokoll aus ihm gebildet wird. 

Um dies zu priifen, habe ich bei Versuch 32 gleichzeitig je eine Vorlage 
der Glykokollprobe und der Esterprobe destilliert und das Destillat auf 
Alkohol gepriift. In dem Destillat der Nr. 6 des Versuchs 32 entsprechenden 
Vorlage war die Jodoformprobe deutlich positiv, in dem Destillat der Nr. 2 
entsprechenden Vorlage negativ. 

Hieraus kann wohl geschlossen werden, daB die untersuchte kata- 
lytische Omegawirkung versagt, sobald im Glykokollmolekiil die COO H- 
Gruppe durch Veresterung veraindert wird. Sie ist also fiir die Méglich- 
keit der katalytischen Omegawirkung in diesem Falle ebenso unent- 
behrlich wie die zwei H-Atome am C-Atom der CH,NH,-Gruppe. 
Nur soweit aus dem Glykokoll-Athylester im Versuchsverlauf Glykokoll 
abgespalten wird, wird dieses bei der verwendeten Versuchsanordnung 


desaminiert. 
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DaB aber auch die gegenseitige Lagebeziehung des CH,NH, 
und COOH im Molekil tir die Omegakatalyse der oxydativen Des- 
aminierung mabgebend it, zeigen die Versuche mit Glycylglycin. 

Als Versuchsmaterial verwendete ich Glycylglycin und Glycylglycin- 
chlorhydrat. Von beiden Praéparaten standen mir von E. Fischer hergestellte 
Proben aus dem Nachlasse von Prof. J. Seemann aus der Institutssammlung 
zur Verfiigung und Material, das von der Firma J. D. Riedel-E. de Haen 
frisch hergestellt war. 

Verwendet wurden m/10 Lésungen, im itibrigen war die Versuchs- 
anordnung ebenfalls genau die gleiche, wie bei den Glycyl-Athylester- 
versuchen. 

Das Versuchsergebnis entsprach den mit dem Ester gewonnenen 
Erfahrungen. Nur bei starkerer Alkalitat der Lésung und hoher Tem- 
peratur zeigten auch die Glycylglycinproben einen gréBeren Saure- 
verlust, der aber wesentlich geringer war als der der Glykokollproben, 
die unter den gleichen Versuchsbedingungen angesetzt waren. Schon 
bei pu 7,3 war gelegentlich eine Ammoniakbildung beim Glycylglycin 
bei 38° und 17 Stunden Versuchsdauer tberhaupt nicht festzustellen, 
wenn die Durchliiftung der Proben gering war. 


Versuch 45. 
Temperatur 40°. Versuchsdauer 17 Stunden. Ansatz wie beschrieben. 
Zu je 5cem der Lésung von Glykokoll oder Glycylglycin kamen 10 ecem 
einer NaH CO,-Lésung, die das px in allen Proben endgiiltig auf 7,9 brachte. 
Das Omega war in diesem Falle durch Nitritprobe aus kauflicher 
Adrenalinlésung hergestellt. 





Nr — Endgiiltiges ae 7" Wey + 
3 PH ecm ecm 
{ Glykokoll 7,9 2 3,5 
2 ss 7.9 2 3.6 
3 - 7,9 2 3,5 
4 Glycylglycin 7,9 2 0,6 
5 - 7.9 2 0,6 
6 2 7.9 2 0,5 
7 Glykokoll 7,9 = —- 

8 Glycylglycin 7,9 - 


Versuch 96b. 
Temperatur 41°. Versuchsdauer 19 Stunden. Die iibrige Versuchs- 
anordnung genau wie bei Versuch 45. 





ur. Untersucht Endgiiltiges eo ae 
ae PH ecm cem 

1 Glycylglycinchlorhydrat 7,3 — ie 

2 ‘ 7,3 1 1,8 

3 a 7.3 1 1,8 

4 Glykokoll 7,3 . - 

9 ” 7,3 1 3.6 

6 » 7,3 1 3,8 
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Es geht hieraus hervor, daB auch beim Glycylglycin die kata- 
lyti:che Desaminierung durch Omega gering ist, also diese Wirkung nur 
dann vorherrscht, wenn die im Molekiil vorhandene CH,NH,- und 
COOH-Gruppe einander unmittelbar benachbart sind. Es legt dies 
den Gedanken nahe, daB die Betainform des Glykokolls eine Vorbedin- 
gung fiir die Omegakatalyse seiner oxydativen Desaminierung ist. 
Da nun fiir Alanin und andere Aminosduren eine Omegakatalyse nicht 
besteht, so ist fiir die fragliche Omegakatalyse entweder die Besetzung 
zweier Valenzen des C mit Wasserstoffatomen ebenso notwendig wie die 
unmittelbare Nachbarschaft der Gruppen CH,NH, und COOH, oder es 
ist bei den tibrigen Aminoséuren die Betainform der Atomverbindung 
—CHNH,—COOH auch in wasseriger Lésung nicht anzunehmen 
Fiir die letztere Annahme sprechen bisher keine Tatsachen. 

Wie immer dem sei, liegt, wie wir hier sehen und wie vor allem 
die Versuche mit Glykokoll-Athylester und Glycylglycin zeigen, eine 
so hochgradige Spezifitat der Omegakatalyse oxydativer Desaminierung 
vor, wie sie sonst nur fiir Fermentwirkungen bekannt ist. 

Weitere Versuche sollen lehren, wieweit sich Omega zu Ferment- 
modellversuchen verwenden laBt, vor allem wie seine katalytischen 
Eigenschaften durch die Anwesenheit von an der Reaktion selbst nicht 
beteiligten Substanzen beeinfluBt werden. Hieriiber, sowie iiber kleine 
notwendig gewordene Anderungen der Methodik wird die nachste 
Mitteilung berichten. 

Zusammenfassung. 

Bei der Omegakatalyse der oxydativen Glykokolidesaminierung 
hat das zugesetzte Phosphat die Bedeutung einer Puffersubstanz, 
die schadlos durch NaHCO, ersetzt werden kann. 

Alanin, Dioxyphenylalanin, Glutaminséure und Taurin gegeniiber 
ist Omega bei gleicher Versuchsanordnung _ bei allen verwendeten 

‘Wasserstoffionenkonzentrationen als Katalysator oxydativer Des- 
aminierung unwirksam. 

Ahnliches gilt beziiglich Glykokoll-Athylester und Glycylglycin, 
soweit bei diesen Stoffen durch die Versuchsanordnung nicht in den 
Lésungen Glykokoll abgespalten und oxydativ desaminiert wird. 

In dem Oxydationsprodukt des Adrenalins, das als Omega bezeichnet 
wurde, liegt somit ein Katalysator oxydativer Desaminierung mit 
fermentartig hochgradiger Spezifitat der Wirkung vor. 


Anmerkung bei der Korrektur. Auf Grund weiterer Untersuchungen 
kann hier bereits mitgeteilt werden, daB dem Brenzkatechin bzw. seinen 
Oxydationsprodukten die gleiche Spezifitat gegeniiber Glykokoll, 
Glykokollathylester und Glycylglycin bei der oxydativen Desaminierung 
dieser Stoffe zukommt, wie dem Omega. Die ausfiihrliche Mitteilung 
dieser Versuche erfolgt demnachst. 
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Einleitung. 

Die Methode, mit deren Hilfe bis jetzt fast ausschlieBlich versucht 
wurde, iiber die GréBe subvisibler Virusarten Angaben zu gewinnen, 
ist die Filtrationsmethode. Filtrationsversuche durch bakteriologische 
Filter waren es, auf Grund deren zuerst die.e Gruppe von Krankheits- 
erregern als ,,filtrierbares Virus‘* von anderen Erregern, wie Bak- 
terien und Protozoen usw. abgegrenzt wurde. Durch den weiteren 
Ausbau der Filtrationsmethode, durch die Einitthrung neuer Filterarten, 
insbesondere der Ultrafilter von abgestufter Durchlassigkeit, bemiihte 
man sich dann, einerseits den subvisiblen Erireger von korpuskuliren 
Beimengungen anderer GréBenordnung zu isolieren, andererseits auf 
Grund von Messungen der Porenweite der Filter, die das Virus zuriick- 
hielten, verdiinnt oder unverdiinnt durchlieBen, AufschluB iiber dessen 
GréBe zu erhalten. 

Die Messung der Porenweite und die Charakterisierung von Filtern, 
sowie deren Siebwirkung sind in diesem In: titut seit mehreren Jahren 
von neuem Gegenstand der Untersuchung. Diese Arbeiten — deren Er- 
gebnisse teilweise bereits publiziert sind ! und soweit sie fiir die Deutung 
hier mitgeteilter Experimente von Wichtigkeit sind, 8.391 kurz be- 
handelt werden — waren in mancher Hin: icht erfolgreich, andererseits 
zeigten sie aber die auBerordentlichen Schwierigkeiten, die sich einer 
einwandfreien GréBenbestimmung mittels Filtration entgegenstellen. 
Wir waren daher bemiiht, zur GréBenbestimmung von subvisiblem 
Virus weitere Methoden heranzuziehen, die von Voraussetzungen und 
schlecht iibersehbaren Nebeneinfliissen weniger belastet sind. Als solche 
fanden wir die Messung der Sedimentiergeschwindigkeit in der Zentrifuge 
besonders geeignet, und der Besprechung die:er Methode und der mit 
derselben erhaltenen Ergebnisse ist diese Arbeit hauptsachlich ge- 
widmet. Doch sei eine kurze kritische Ubersicht iiber die Methoden 
zur GréBenbestimmung von subvisiblem Virus — einschlieBlich der 
Filtrationsmethode — vorausgeschickt. 


I. Die Methoden zur GréSenbestimmung von subvisiblem Virus. 


Wenn man versucht, die in der Kolloidforschung iiblichen Methoden 
zur Bestimmung der TeilchengréBen auf die Untersuchung von sub- 
visiblem Virus zu iibertragen, so wird man hierbei eine ganze Reihe von 
einschrankenden Umstanden in Betracht ziehen miissen. 

1. Zur Gehaltsbestimmung von Virus ist es erforderlich, Proben 
zu entnehmen; bei Methoden, bei denen es auf Stérungsfreiheit an- 
kommt, wie z. B. bei der Diffusion oder dem Zentrifugieren, muB also 
zu dem Zweck der Versuch abgebrochen werden. 


1 Zeitschr. f. Hyg. 112, 413—420, 1931; Kolloidzeitschr. 55, 172— 198, 
1931. 
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2. Die Gehaltsbestimmung kann im allgemeinen nur durch den Tier- 
versuch erfolgen und ergibt kaum mehr als die annahernde Kenntnis 
der GréBenordnung einer erreichten Gehaltsénderung. Es laBt sich also 
meist nur aussagen, ob z. B. eine Abnahme auf !,,, oder 1/199 
des urspriinglichen Gehalts an Virus erfolgt ist. Es kommen also 
nur solche Methoden in Frage, wo verhaltnismaBig kleine Unterschiede 
in der TeilchengréBe den Konzentrationseffekt stark verdndern. 

3. Die Konzentrationsbestimmungen ergeben nur relative Werte; 
die Bestimmung der absoluten Anzahl wirksamer Teilchen ist nicht 
méglich!. 

4. Es ist nicht méglich, die Teilchen des Virus von Partikeln anderer 
Herkunft und nicht sehr verschiedener GréBenordnung getrennt zu 
erhalten. 

5. Endlich muB auch die meist recht begrenzte Haltbarkeit des 
suspendierten Virus in Betracht gezogen werden. , 

Betrachten wir nun unter Beriicksichtigung der angefiihrten Be- 
dingungen die aus der Kolloidforschung bekannten Methoden der 
Bestimmung von Teilcheng1é6Ben. 


A. Die optischen Methoden 


kommen wegen des unter 3. und 4. Angefiihrten mit den heutigen 
Mitteln nicht in Frage. Solange man die Teilchen des Virus nicht von 
anderen Partikeln trennen kann, ist von ultramiskroskopischen Unter- 
suchungen kaum etwas zu erhoffen. Ebensowenig kann aus der Inten- 
sitat des abgebeugten Lichtes — die unter anderem von der GréBe der 
streuenden Teilchen sehr stark abhangig ist — viel geschlossen werden, 
wenn auch andere streuende Teilchen in unbekannter Zahl vorhanden 
sind, und iiberdies auch die Zahl der Virusteilchen unbekannt ist?. 


B. Die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten. 

Diese Methode, welche im Gebiet der hochdispersen Kolloide 
wichtige Dienste leistet, ist auf Teilchen von der fiir subvisibles Virus 
in Frage kommenden Gr6éBenordnung sehr schwer zu_iibertragen. 
Wegen der in diesem Gebiet sehr geringen Diffusionsgeschwindigkeiten 


1 AuBer beim Bakteriophagen, sofern wir diesen dem subvisiblen 
Virus beizahlen. Auch bei der cornealen Zahlmethode von Herzberg 
(Centralbl. f. Bakt. I. Orig., 105, 57, 1928) fiir Pockenvakzine und Herpes 
soll jeder Herd einem einzelnen Keim entsprechen. 

2 Eine Schatzung der oberen Grenze der TeilchengréBe des Bakterio- 
phagen auf dieser Grundlage hat v. Angerer unternommen. Er schloB aus 
der bekannten Anzahl phagischer Teilchen und der Lichtstreuung des 
filtrierten Lysats. daB der Durchmesser < 30 my betragen miisse (Arch. 
f. Hyg. 92, 312, 1924). 
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miissen die Versuche so eingerichtet werden, daB der Diffusionsweg 
moéglichst kurz ist. Aber selbst wenn der letztere nur 1 bis 2 mm betragt, 
mu der Versuch tiber Tage ausgedehnt werden, und nur ein geringer 
Bruchteil der suspendierten Partikel wird in dieser Zeit den Diffusions- 
weg durchwandert haben. Zum Schutz gegen Stérungen kann hierbei 
die Gallertdiffusion nicht angewendet werden, da auch durch die 
lockerste Gallerte eine Diffusionsverzégerung so grober Teilchen zu 
erwarten ist. Endlich wird man auch den mit der dritten Potenz des 
Durchmessers ansteigenden EinfluB8 der Schwere _ beriicksichtigen 
miissen, der unter Umstanden eine Diffusion von unten nach oben 
iiberhaupt verhindern kann. 

Dazu treten nun die speziellen Schwierigkeiten des Arbeitens mit 
subvisiblem Virus, insbesondere die unter 1., 2. und 5. genannten!?. 
Besonders schwer wiegt hierbei die Ungenauigkeit der Gehalts- 
bestimmung, denn der Fehler in der Bestimmung der in der Versuchszeit 
durch den Diffusionsweg gewanderten Virusmenge iibertragt sich in 
gleichem Verhaltnis auf den hieraus berechneten Diffusionskoeffi- 
zienten und auf den diesem umgekehrt proportionalen Teilchenradius ; 
so ergibt z. B. ein Fehler von 100°, in der Gehaltsbestimmung an Virus 
einen Fehler von 100°, im Teilchendurchmesser. 

Die Diffusionsmethode wird daher zum Studium von subvisiblem 
Virus héchstens in einzelnen besonderen Fallen anwendbar sein, wenn 
es sich namlich um ein verhaltnismaBig hochdisperses Virus handelt, 
das noch in groBen Verdiinnungen wirksam ist und fiir das es eine 
relativ genaue Auswertungsmethode gibt ?. 


C. Die Messung der Sedimentationsgeschwindigkeit. 


Diese Methode wird S. 392 behandelt. 


1 Auch mit der Méglichkeit einer Eigenbewegung des Virus mul 
hier gerechnet werden, welche den Diffusionskoeffizienten viel zu grok 
erscheinen lieBe. Vielleicht liegt aber hierin eine Aussicht, die FEigen- 
bewegung von subvisiblem Virus nachzuweisen. 

* Fiir den Bakteriophagen, wo diese Bedingungen erfiillt sind, liegen 
diffusiometrische GréBenbestimmungen bereits vor. So fanden Hetler 
und Bronfenbrenner mittels der zur Untersuchung von Hamoglobin kon- 
struierten Apparatur von Anson und Northrop einen Durchmesser von 
12 my; eigene unver6ffentlichte Versuche mit einem anderen Apparat 
fiihrten zu ahnlichen Ergebnissen. 

Eine mittelbare Bestimmung des Diffusionskoeffizienten, die auch fir 
gréBere Teilchen anwendbar und von Fehlern der Konzentrations- 
bestimmung viel weniger abhangig wire, lige in der Ermittlung der 
Bindungsgeschwindigkeit an ein fein verteiltes Adsorbens von bekannter 
Oberflache. Derartige Versuche und Berechnungen hat der eine von uns 
(Schlesinger) am Bakteriophagen mittels abgetéteter homologer Bakterien 
ausgefiihrt. 
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D. Die Filtrationsmethode. 

Vom Standpunkt der auf 8.388 aufgefiihrten Schwierigkeiten 
kénnte man die Filtrationsmethode fiir die ideale halten. Die nur 
gréBenordnungsmaBige Bestimmung der Konzentration ist hier véllig 
ausreichend, denn sicher verursachen — beisonst gleichen Bedingungen — 
schon relativ geringe Unterschiede in der TeilchengréBe bedeutende 
Anderungen der Verdiinnung im Filtrat. Mit einer Schwachung der 
Virulenz wahrend der Versuchsdauer braucht kaum gerechnet zu werden, 
und die Entnahme von Proben bereitet keine Schwierigkeiten im 
Gegensatz zu Diffusions- und Sedimentationsversuchen. Hier ist es 
die Deutung der Ergebnisse, die nur mit groben Vorbehalten méglich ist}. 


Mit Riicksicht auf die auf 8.406 beschriebenen Versuche sollen 
hier kurz die Uberlegungen mitgeteilt werden, auf Grund deren wir aus 
Filtrationsversuchen Schliisse auf die TeilchengréBe ziehen kénnen: Wir 
wissen aus unseren Versuchen, daB jedes Filter eine verhaltnismaBig 
geringe Anzahl gréBter Poren und eine steigende Zahl Poren immer 


kleineren Durchmessers enthalt. Sind nun die Teilchen einer 
hochdispersen Suspension so grobB, da dieselben allein von den 
grépten Poren durchgelassen werden — also eben jenen Poren, 


welche mittels der Methode des Blasendruckes gemessen werden 
kénnen —, so erscheinen sie im Filtrat in einer derart hohen 
Verdiinnung, die fiir die meisten Substanzen und auch fiir die meisten 
Arten von subvisiblem Virus weit unter der Nachweisbarkeitsgrenze 
liegt. Ist hingegen die Verdiinnung des Filtrats nur zehn- oder hundert- 
fach, so war der Durchtritt durch das Filter in der Hauptsache durch 
die mittleren und kleineren Poren erfolgt, und wir kénnen einen Zu- 
sammenhang zwischen der maximalen Porenweite und dem Filtrations- 
effekt nur dann erwarten, wenn aus dem Durchmesser der gréBten Poren 
auch die Anzahl und Weite der engeren Poren berechnet werden kann. 
Dies scheint nun nach den an unserem Institut ausgefiihrten Filtrations- 
versuchen an Teilchen bekannter GréBe (Bakterienaufschwemmungen 
und Goldsolen), ebenso wie nach den in Gang befindlichen Messungen 
zur Statistik der Porenverteilung tatsaichlich der Fall zu sein. Und zwar 
fand Ruemele an Zsigmondyschen Goldsolen, deren ultramikroskopisch 
ermittelte TeilchengréBe von 20 bis 90 mu variiert wurde, daB die 
maximale Porenweite des Filtrats etwa das 20fache des Teilchen- 
durchmessers betragen muB$, um einen mabig verdiinnten (auf !/, 
bis 1/,9) Durchtritt der Teilchen zu gestatten. 





1 Die Schwierigkeiten einer zuverlaissigen Deutung von Filtrations- 
versuchen sind schon mehrfach erértert worden. Wir erwahnen hier die 
Ubersicht bei Berger (Zeitschr. f. Hyg. 108, 315, 1928), wo sich auch weitere 
Literaturnachweise finden. 


Biochemische Zeitschrift Band 236. 96 
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Zur Ermittlung der Virusdimensionen gehen wir praktisch so vor, 
daB wir zunachst aus dem Druck, der nétig ist, um Luft bzw. Wasser 
durch das mit Isobutylalkohol getrankte Ultrafilter zu pressen (unte: 
Beriicksichtigung gewisser empirischer Korrekturen), die maximalen 
Porenweiten dieses Filters ermitteln'. Dann nehmen wir die Filtration 
des Virus vor, bestimmen die relativen Konzentrationen des Virus 
in Filtrans und Filtrat und schatzen auf Grund der oben gegebenen 
Relation die TeilchengréBe. Vorher muB festgestellt worden sein, 
daB keine oder nur geringfiigige Adsorption an das Filtermateria! 
stattfindet. Eine Wiederholung der Porenmessung nach der Filtration sol! 
eine wesentliche Anderung des Filters wahrend der Filtration (Ver- 
stopfung usw.) ausschlieBen. 

Wir sind uns sehr wohl bewuBt, daB so eine nur grobe Schatzung 
der GréBe der Virusteilchen méglich ist: Wir itiberlagern ja mehrere 
empirisch ermittelte Relationen, die aus zwar zahlreichen, aber ziemlich 
schwankenden Einzelwerten gemittelt sind (letzten Endes ist jedes 
Filter ein Individuum). Hierzu kommt noch der EinfluB der Neben- 
umstande: Adsorption, die an die Porenwand aus der vorbeibewegten 
Fliissigkeit nicht ganz ebenso erfolgen muB wie beim Schiitteln mit dem 
mechanisch zerkleinerten Material; Verstopfung, die auch durch ventil- 
artiges Ansaugen fremder Partikel erfolgen kann, nach der Filtration 
also nicht nachweisbar sein muB usw. Die Kenntnis all dieser Unsicher- 
heit veranlaBte uns, eine neue Methode zur GréBenbestimmung von 
subvisiblem Virus heranzuziehen. 


II. Die GréBenbestimmung von subvisiblem Virus aus der Sedimentations- 
geschwindigkeit in der Zentrifuge. 
A. Theoretischer Teil. 
a) Mathematische Behandlung der Vorgange. 

Die GréBenbestimmung suspendierter Teilchen aus ihrer Sedimen- 
tierungsgeschwindigkeit beruht auf dem Stokesschen Gesetz: 
2 o? (o— a’) g 
u —~ . 

9 n 

Es bedeutet hier 9 den Radius des als Kugel gedachten Teilchens, o dessen 
spezifisches Gewicht, 9° und 7 das spezifische Gewicht und die Viskositat 
der Fliissigkeit und u die Senkungsgeschwindigkeit des Teilchens unter 
der Wirkung einer Kraft, deren Beschleunigung g ist. Wird also die Sedimen- 
tation durch die Schwerkraft bewirkt, so stellt g die Beschleunigung der 
Erdschwere dar; betrachten wir aber den Vorgang in der Zentrifuge, 
so haben wir fii g die Zentrifugalbeschleunigung zu setzen, die sich aus der 
Entfernung r des Teilchens von der Achse, und der Winkelgeschwindig- 
keit w der Zentrifuge zu w’r ergibt. Bei Verwendung der Zentrifuge gilt 
demnach : 2 @3 (0 — o') wr 


u 
9 r 


(1) 


(2) 


1 Vgl. Kolloidzeitschr. 55, 172—198, 1931. 
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Um nun die Moéglichkeiten und Bedingungen der experimentellen 
Bestimmung der Senkungsgeschwindigkeit der Teilchen iiberblicken zu 
kénnen, wollen wir auf Grund des Stokesschen Gesetzes die Anderungen 
beschreiben, die eine gleichteilige Suspension, die in einer zylindrischen 
Roéhre vom Querschnitt q eine Schicht von der Hoéhe h bildet, wahrend 
der Zeit 7 erleidet?. 

Erfolgt die Sedimentation durch die Schwerkraft, so sind die Ver- 
haltnisse tiberaus einfach. Auf jedes Teilchen wirkt wahrend der ganzen 
Zeit die gleiche Kraft; jedes Teilchen im ganzen Zylinder bewegt sich mit 
der konstanten Geschwindigkeit u senkrecht von oben nach unten und hat 
nach Ablauf der Zeit T den Weg uT' zuriickgelegt falls es nicht schon 
friiher den Boden erreicht hat. Wir haben also nach AbschluB des 
Versuchs im allgemeinen das folgende Bild vor uns: der oberste Abschnitt 
des Roéhreninhaltes in einer Héhe uT' ist von suspendierten Teilchen voll- 
kommen frei und dieser geht von einer wagerechten Ebene scharf begrenzt 
in die nicht abgesetzte Suspension iiber, deren Konzentration c (Teilchen- 
zahl pro Kubikzentimeter) véllig gleich der urspriinglichen ist; am Boden 
haben sich c.q.uT'-Teilchen abgesetzt. Notwendige Vorbedingung dieses 
Bildes ist die schon hervorgehobene Homodispersitat ,der Suspension und 
das véllige Fehlen von Fliissigkeitsstrémungen jeder Art. 

Wesentlich komplizierter gestaltet sich der Vorgang in der Zentrifuge, 
weil hier die auf das einzelne Teilchen wirkende Kraft von dessen Ent- 
fernung von der Achse abhdngt. Auf Teilchen, die sich in verschiedener Héhe 
befinden, wirken verschiedene Krafte, und zwar um so gréBere, je n&her 
der Peripherie, also je tiefer sie liegen ; ebenso nimmt die auf dasselbe Teilchen 
wirkende Kraft, wahrend das Teilchen sinkt, stetig zu. Auf alle Teilchen 
aber, die in der gleichen, auf den Drehungsradius senkrechten Ebene liegen, 
wirkt die gleiche Kraft. Sie werden in der gleichen Zeit simtlich die gleiche 
Strecke zuriickgelegt, und die durch die Teilchen definierte Ebene wird 
sich tm ganzen verschoben haben; die Verschiebung wird jedoch um so 


1 Von den hier abgeleiteten Beziehungen ist Gleichung (4) mit der 
von Svedberg und Nichols (The Journ. of the Amer. chem. Soc. 45, 2910, 1923) 
gegebenen Formel identisch. Auch Gleichung (6), welche die Konzentrations- 
abnahme bei erschiitterungsfreiem Zentrifugieren beschreibt, kann durch 
geringe Umformung aus einer Beziehung gewonnen werden, die Svedberg 
und Rinde (The Journ. of the Amer. chem. Soc. 46, 2677, 1924) fiir die 
von ihnen benutzten sektorférmigen ZentrifugengefaBe auf anderem Wege 
abgeleitet haben. Wir teilen hier diese Ableitungen mit, um von dem Vorgang 
des erschiitterungsfreien Zentrifugierens ein einheitliches Bild geben zu 
kénnen, mit welchem dann der Vorgang bei mit Stérungen behaftetem Zentri- 
fugieren verglichen werden kann. Die Uberlegungen und Berechnungen 
fiir nicht erschiitterungsfreies Zentrifugieren sowie deren Anwendungen 
sind unseres Wissens neu. 

Die Komplikation des Zentrifugiereffektes durch Diffusionserschei- 
nungen, die Svedberg bei den von ihm behandelten TeilchengréBen in 
Rechnung ziehen muBte, konnte fiir die Dimensionen, welche bei uns in 
Frage kommen, auBer acht gelassen werden. Daher sehen wir auch von der 
Erérterung des Sedimentationsgleichgewichtes ab, dessen Eintreten im 
Zentrifugalfeld so gedeutet werden kann, daB in der Zeiteinheit ebensoviel 
Teilchen in der Richtung zur Achse diffundieren als durch die Zentrifugal- 
kraft nach der Peripherie bewegt werden. 


26 * 
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gr6éBer sein, je weiter die betrachtete Ebene von der Drehungsachse entfernt 
war. Es wird sich daher auch wahrend des Zentrifugierens eine scharfe 
ebene Grenze ausbilden zwischen dem oberen Abschnitt, der von suspen- 
dierten Teilchen frei ist und dem unteren, der eine Suspension, aber nicht 
von unverdnderter Konzentration, enthalt. Wir wollen nun _ berechnen, 
1. wo nach der Zeit 7 die Grenze zwischen klarer Fliissigkeit und Suspension 
liegen wird und 2. welche Anderung (im unteren Abschnitt) die Konzen- 
tration der Suspension erlitten hat. 

1. Alle Teilchen, die in einer Ebene liegen, deren Entfernung von 
der Achse zur Zeit ¢, r betraigt, sinken wahrend des Zeitelements dt um den 
Betrag dr = udt = Krdt, wenn 
2 0% (6 — a’) w? 
gong 
Betrachten wir die Teilchen, welche anfangs (zur Zeit t = 0) in der Ober- 
flache unserer F liissigkeitsschicht, also in der Entfernung R — h (R = Ent- 
fernung des Bodens von der Achse) von der Achse lagen, so erhalten wir 
deren Entfernung r7, nach der Zeit 7’ aus der Gleichung: 


K = (3) 











Tr T 
| Sr = gl as 
r 
R—-h 0 
oder 
bet. —_ rm. ‘rT pa 6 4 
log nat 5 = £7: ee Ml 


Fiir die Verschiebung rz — (R — h) selbst, also fiir die Héhe des klaren 
Flissigkeitsabschnittes nach der Zeit 7’ aber erhalten wir 


rp—(R—|) = (R—»)(_"?, — Eo) = (R—h)(eX7—1). (4) 





2. Nun wollen wir uns aus der Suspension, durch zwei parallele Ebenen, 
deren Entfernung von der Achse r bzw. r + dr betragt, eine sehr diinne 
Schicht herausgeschnitten denken und die Konzentrationsénderung be- 
rechnen, die in derselben durch das Zentrifugieren wahrend des Zeit- 


‘elements dt bewirkt wird. Betragt zur betrachteten Zeit ¢ die Konzentration 


der Suspension ¢, so treten infolge der Zentrifugalkraft 
Krdt.cq 
Teilchen in den Ausschnitt ein, und gleichzeitig treten unten 
K (r + dr) dt.cq 
Teilchen aus demselben aus. Die Konzentrationsabnahme — dc in dem 
Ausschnitt ergibt sich aus der Differenz der ein- und austretenden Menge: 
K(r+drj)dt.c.q—Krdt.c.q 


re =: Eedt. (5) 





—de = 


War also die Konzentration der Suspension zur Zeit ¢ in allen Teilen der 
Schicht gleich c, so wird auch die Anderung unabhangig von r, also an jedem 
Orte der Suspension von gleichem Betrage sein. Wenn also die Suspension 
zu Beginn des Versuchs homogen war, so werden auch wéhrend des Zentri- 
fugierens innerhalb des immer kleiner werdenden, nicht geklarten unteren 
Abschnittes der Fliissigkeit keine 6rtlichen Konzentrationsverschiedenheiten 
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entstehen. Die Konzentration dieses Abschnittes selbst wird aber ab- 
nehmen, und zwar wahrend einer Versuchszeit 7’ von dem urspriinglichen 
Werte c, auf den Wert 

C = Cee , (6) 


wie sich durch Integration von (5) ergibt. 

Zentrifugiert man also eine homodisperse Suspension unter Ausschlup 
von stérender Strémung, so entsteht einerseits eine scharfe Trennungsebene 
zwischen klarer Fliissigkeit und Suspension, die sich mit zunehmender 
Geschwindigkeit nach unten verschiebt, andererseits nimmt gleichzeitig die 
Konzentration der Suspension fortschreitend ab. Die in der Versuchs- 
zeit T' insgesamt abgesetzte Teilchenzahl betraégt nach (4) und (6) 


q-co-(R—h) (eX 7 —1) + gq (kh —(R—A) (e€*7—1)] eg (1 —e *7) 


oder umgeformt 

q.t.RU—e **). (7) 
Die Formeln (4) und (6) haben natiirlich nur solange einen Sinn, als die 
Fliissigkeit nicht véllig geklart ist, also fiir Zeiten, welche die aus (4) er 
rechnete Grenze K log nat —— nicht iiberschreiten;y Setzt man diesen 
Wert in (7) fiir 7 ein, so erhaélt man fiir die abgesetzte Menge q cyh, den 
gesamten Teilchengehalt der Suspension. 

Bei den gewoéhnlichen Laboratoriumszentrifugen ist nun der bisher 
vorausgesetzte ideale Zustand voller Erschiitterungs- und Strémungs- 
freiheit nur selten, und fiir die héchsten Tourenzahlen wohl niemals gegeben. 
Es ist daher von besonderem praktischen Interesse, den Zentrifugierungs- 
effekt zu analysieren, der bei den erwéhnten stérenden Momenten zustande 
kommt. 

Eine quantitative Behandlung dieses Problems wird erméglicht durch 
die praktische Erfahrung, daB es viel intensiverer Strémungen bedarf, wm 
den am Boden des Zentrifugenrohres haftenden Satz wieder aufzuwirbeln als 
innerhalb der Suspension entstandene Konzentrationsverschiedenheiten aus- 
zugleichen, also die Absonderung einer oberen klaren und unteren triiben 
Schicht zu verhindern. Wir legen also unserer nachfolgenden Berechnung 
die Annahme zugrunde — und werden spéter zeigen, daB diese sich experi- 
mentell hinreichend genau erfiillen 1l4Bt —, daB infolge von Stérungen, die 
wahrend des Zentrifugierens bestehen, in der Fliissigkeit keine 6rtlichen 
Konzentrationsverschiedenheiten entstehen kénnen, daB hingegen trotz 
dieser Stérungen alle Teilchen, welche durch die Zentrifugalkraft an den Boden 
des Rohres geschleudert werden, dort auch haften bleiben. 

Wenn wir die bisher benutzten Bezeichnungen beibehalten, so kénnen 
wir fiir jene Teilchenzahl, die in der Zeit dt aus der Fliissigkeit in Nahe des 
Bodens an den Boden selbst gelangt, schreiben 


qcK Rat. 


Hieraus die auf das ganze Volumen gh der Fliissigkeit bezogene Kon- 
zentrationsabnahme 


—dc=ec Ke at 


oder integriert und umgeformt 


c Coe (8) 





/ 
/ 
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Fiir die in der Zeit 7 abgesetzte Menge ist zu schreiben 


R 
aae.. KT) 
hie a Fe (9) 


Ein Vergleich des letzten Ausdrucks mit Formel (7) auf 8. 395 zeigt, daB 
der Erfolg des Zentrifugierens in Abwesenheit von Stérungen gr6Ber ist, 
und zwar wird der Unterschied um so bedeutender, je geringer die Schicht- 
hdéhe im Vergleich zu der Entfernung des Bodens von der Achse ist. In dem 
Grenzfall, daB die Fliissigkeit bis zur Drehungsachse reicht, ist der Effekt 
mit und ohne Stérungen der gleiche. 

Reichen die bestehenden Stérungen nicht zur vélligen Durchmischung 
der Fliissigkeit aus, so wird zwar keine scharfe Trennungsfliche zwischen 
einem vollig klaren und einem triiben Abschnitt entstehen, doch werden 
die oberen Teile starker an suspendierten Partikeln verarmen als die unteren, 
und die Menge des Bodensatzes wird zwischen den durch (7) und (9) be- 
stimmten Werten liegen; fiir eine quantitative Behandlung ist dieser Fall 
nicht geeignet. Sind andererseits die St6rungen so groB, daB nicht alle 
an den Boden geschleuderten Teilchen haften bleiben, so kann Gleichung (8) 
formell noch erfiillt sein, solange man fiir den Ausdruck gcK Rdt einen 
konstanten Bruchteil desselben setzen kann. Unterscheidet sich aber dieser 
Bruchteil stark von dem Ganzen, so diirfte eine praktische Auswertung der 
Ergebnisse auch hier kaum méglich sein. 


oq h 


b) Der Zentrifugiervorgang unter Ausschlu8 von Fliissigkeits- 
stromungen. 

Wir wollen nunmehr auf Grund der oben gegebenen Beschreibung 
des Zentrifugierungsvorgangs erértern, welche Aussichten diese Methode 
fiir die GréBenbestimmung von subvisiblem Virus bietet. 

DaB fiir derartige Messungen besonders gebaute Zentrifugen', 
in denen trotz geniigend hoher Tourenzahl die untersuchte Fliissigkeits- 
schicht von Erschiitterungen und Stérungen jeder Art geschiitzt ist, 
ein ideales Mittel auch zur GréBenbestimmung von subvisiblem Virus 
waren, bedarf keiner niheren Erérterung. Wir hatten nur durch Unter- 
suchung mit entsprechenden VorsichtsmaBregeln entnommener Proben 
festzustellen, bis zu welcher Hohe die Fliissigkeitsschicht wahrend der 
Versuchszeit von Virus frei geworden ist. Selbst betrachtliche Fehler 
in der Bestimmung dieser Héhe wiirden den errechneten Durchmesser 
nur wenig beeinflussen, der ja der Quadratwurzel der Senkungs- 


1 Das beriihmte Beispiel solcher Zentrifugen sind die Ultrazentrifugen 
Th. Svedbergs, bei welchen die Konzentrationsénderung der Fliissigkeit 
bzw. das Sinken der Grenzschicht wahrend des Zentrifugierens photographisch 
verfolgt wird. Bei der Untersuchung von subvisiblem Virus miiSte natiirlich 
der Versuch stets abgebrochen werden, um durch getrennte Gehalts- 
bestimmung verschiedener Abschnitte der Fliissigkeitsschicht die Lage 
der Trennungsfliche einmal feststellen zu kénnen. Dabei diirften auch 
besondere Vorrichtungen erforderlich sein um das erschiitterungsfreie 
Abstellen der Zentrifuge und die stérungsfreie Entnahme der Proben zu 
erméglichen. t 
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geschwindigkeit proportional ist. Die Ungenauigkeit der Auswertungs- 
methoden lieBe das Ergebnis voéllig unbeeinfluBt, da es sich nur um 
Feststellung des Verschwindens der Wirksamkeit handelt. Und es waren 
gar nicht besonders hohe Tourenzahlen nétig, um den Versuch in wenigen 
Stunden zu Ende zu fiihren, wie folgende nach Forme] (4) berechnete 
Tabelle zeigt. 

Tabelle I. 


R= 99cm, h = 2cm, o = 1,10, o’ = 1,00, 7 = 0,01. 





Zur Senkung der Teilchen um 1 cm erforderliche Zeit in Stunden 
Tourenzahl bei den Teilchenradien: 
in der Minute |—— 





0 200 mu 0 - 100 mu @ = 50 mu ¢ = 25 mu 
3000 0,42 1,69 6,9 28,6 
4500 | 0,19 0,75 3,0 12,0 
6000 0,11 0,42 1,69 6.9 


Der Verwendung derartiger Zentrifugen steht aber der banale 
EKinwand ihrer Kostspieligkeit entgegen, und wir wenden uns daher der 
Frage zu, wie man mittels der gewdhnlichen Laboratoriumszentrifugen 
Aufschliisse iiber die Gréfe der ausgeschleuderten Partikel erhalten kann}. 


c) Der Zentrifugiervorgang bei Stérungen durch Fliissigkeits- 
stromungen. 

Bei diesen einfachen Zentrifugen haben standige geringe Schwan- 
kungen der Tourenzahl, ein mehr oder minder starkes Vibrieren des 
ganzen Zentrifugenkérpers, vielleicht auch ungleichmaéBige  Er- 
warmung usw. zur Folge, daB in der behandelten Fliissigkeit wihrend 
des Zentrifugierens standig gewisse Strémungen bestehen, welche die 
Ausbildung einer scharf begrenzten klaren oberen Schicht verhindern. 
Man k6énnte einerseits versuchen, das Entstehen von Strémungen 
dadurch zu verhindern, daB man die Fliissigkeit statt in dem einfachen 
Zentrifugenrohr in einem System enger Kapillaren unterbringt. Diesem 
Ausweg stehen aber nicht nur technische Schwierigkeiten entgegen, 
sondern auch der Einwand der Ungiiltigkeit des Stokesschen Gesetzes 
in der Nahe einer festen Wand bzw. des Haftens der Partikel an der 
vervielfachten Wandoberflaiche. Wir haben uns daher fiir den anderen 
Weg entschieden, namlich der. GréBenbestimmung eine Rechnung zu- 
grunde zu legen, bei welcher die erwahnten Stérungen beriicksichtigt sind. 

S. 395 haben wir die Annahme erortert, bei deren Giiltigkeit die 
quantitative Behandlung des mit Stérungen behafteten Zentrifugierens 


1 Hierbei denken wir mit Bezug auf subvisibles Virus an Zentrifugen 
mit héherer Tourenzahl, z. B..an die von uns. benutzte kleine ,,Ecco Super- 
Rapid‘‘ Zentrifuge, die maximal 10000 Umdrehungen in der Minute macht. 
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moglich ist: trotz der Stérungen sollen die an den Boden geschleuderten 
Teilchen dort haften bleiben, wahrend in der Fliissigkeit selbst drtliche 
Konzentrationsverschiedenheiten nicht entstehen kénnen. In diesem 
Falle erfolgt durch das Zentrifugieren nur eine zeitlich fortschreitende 
Konzentrationsabnahme der Suspension, welche durch Gleichung (8) 
beschrieben ist, mit deren Hilfe andererseits aus der Konzentrations- 
abnahme die Senkungsgeschwindigkeit der Teilchen und somit ihre 
GréBe berechnet werden kann. DaB fiir die Zentrifuge, welche wir 
benutzen wollen, die erérterte Annahme tatsachlich erfiillt ist, muB 
zuvor experimentell sichergestellt werden. Wenn nétig, kann man ihre 
Erfiillung durch gewisse Kunstgriffe vervollkommnen, die bei unseren 
Versuchen jedoch entbehrlich waren. So kann man, um die Durch- 
mischung der Fliissigkeit zu vervollstandigen, mittels des Regulierwider- 
standes periodische kleine Schwankungen der Tourenzahl herbeifiihren, 
die bei der Berechnung beriicksichtigt werden. Das Haften der sus- 
pendierten Teilchen am Boden aber kann man dadurch begiinstigen, 
daB man diesen mit einer adsorbierenden Schicht — etwa Kieselgur - 
bedeckt. 

Wir heben nochmals hervor, daB wir unter den eben beschriebenen 
Bedingungen die TeilchengréBen auf Grund quantitativer Konzen- 
trationsbestimmungen ermitteln miissen, nimlich auf Grund des Ver- 
gleichs der iiber dem Bodensatz stehenden Fliissigkeit — von der wir 
hier ohne besondere VorsichtsmafBregel eine Probe abzusaugen haben — 
mit der urspriinglichen Aufschwemmung. Tabelle IJ} orientiert iiber 
die zu erwartendenr Konzentrationsabnahmen und deren Abhangigkeit 
von der TeilchengréBe. 

Tabelle II. 
R = 9,0 cm, h = 2,0 em, o = 1,10, o = 1,00, 7 = 0,01, © = 10000 2 2/60. 





Konzentration der tiberstehenden Fliissigkeit (bezogen auf die 
Versuchszeit Ausgangskonzentration) im Falle der Teilchenradien 
in Stunden 





9 = 200 mu o = 100 mu o = 50 mu o = 25 mu 

| 

Ys, 0,019 0,37 | 

/, 0,000 36 0,14 0,61 | 

1 10-7 0,019 0,37 

2 0,000 36 0,14 0,61 

4 10-7 0,019 0,37 

8 0,000 36 0,14 


Nach Tabelle I] besteht also unter den angenommenen Be- 
dingungen die Aussicht, GréBenbestimmungen von subvisiblem Virus 
bis zu einem Teilchendurchmesser von 0,05 1 herab vornehmen zu kénnen. 


1 Die angenommenen Werte R = 9,0cm und Tourenzahl 10000 
entsprechen den Verhéltnissen der von uns benutzten Zentrifuge. 
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Des weiteren geht aus ihr hervor, daB die nur grépenordnungsmapige 
Bestimmung der Konzentration noch zu recht genauen Werten fiir den 
Durchmesser fiihrt: so tritt z.B. waihrend der gleichen Versuchszeit, 
die bei einem Durchmesser von 0,1 «4 zu einer Schwachung auf !/,, 
fiihrt, bei Teilchen von 0,2 u eine Abnahme auf etwa 1/9999 auf. 


d) Homo- und Heterodispersitét der Teilchen. — Liegt eine 
Aufschwemmung des freien Erregers vor? 

Nach Formel (8), die wir nunmehr als die Grundlage von GréBen- 
bestimmungen mittels Zentrifugierens betrachten, soll der Logarithmus 
der Konzentration in der iiberstehenden Fliissigkeit der Zentrifugierungs- 
dauer proportional sein; erfolgt also beispielsweise in 1 Stunde eine 
Abnahme auf */,9, so mu8 in 2 Stunden eine Schwachung auf 1/199, in 
3 Stunden auf 1/,99) usw. erfolgt sein. Voraussetzung dieses Ganges 
der Konzentrationsabnahme ist die bisher stets vorausgesetzte Homo- 
dispersitat der Suspension, die fiir eine Aufschwemmung der freien 
Teilchen eines subvisiblen Virus auch wohl berechtigt ist. 

Nun begegnen alle Untersuchungen tiber physikalische und che- 
mische Eigenschaften des Virus und insbesondere alle GréBen- 
bestimmungen dem Einwand, daB wir es gar nicht mit den Teilchen des 
Virus selbst zu tun haben, sondern mit Partikeln anderer Herkunft 
(Gewebe- und Zelltriimmern, EiweiBflocken usw.), die das Virus ein- 
geschlossen oder adsorbiert enthalten. Diese accidentellen Trager 
des Virus werden aber — wie wir mit Sicherheit annehmen kénnen, — 
nicht simtlich von der gleichen GréBe sein, sondern wir werden ver- 
mutlich eine ganze Skala von TeilchengréBen vor uns haben; es wird 
immer neben der Hauptmasse der Partikel, deren GréBe tiber einer 
gewissen Grenze liegt, noch einen kleineren Prozentsatz geben, der diese 
Grenze unterschreitet und wahrscheinlich wird sogar stets ein geringer 
Teil des Virus in freiem Zustand vorhanden sein. Wenn wir also eine 
derartige Aufschwemmung zentrifugieren, so werden sich zunichst 
die gréBeren Partikel zu Boden setzen, und in der iiberstehenden Fliissig- 
keit wird sich das Verhaltnis zugunsten der feineren und feinsten 
Teilchen verschieben. Wir werden daher nicht den oben beschriebenen 
logarithmischen Gang der Konzentrationsabnahme finden, sondern 
mit fortschreitender Zentrifugierungsdauer immer geringere Wirksam- 
keitseinbuBen. Zur Illustration dieser Verhaltnisse haben wir in 
Tabelle III berechnet, wie sich die Konzentration der tiberstehenden 
Flissigkeit in zwei Suspensionen andert, von denen die eine zu 90 
bzw. 10°, die andere zu 99 bzw. 1°, aus Teilchen vom Durchmesser 
0,2 bzw. 0,1 besteht. Die auf diese Mischungen beziiglichen Zahlen 
sind in die Kolonnen ,,A“ der Tabelle eingesetzt, waihrend die Ko- 
lonnen ,,B‘‘ zum Vergleich die Zahlen enthalten, die zu erwarten wiren, 
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wenn die in der ersten Stunde herrschende Geschwindigkeit der Kon- 
zentrationsabnahme die ganze Versuchszeit hindurch erhalten bliebe. 
(Der Berechnung von Tabelle III liegen die gleichen Zahlenwerte zu- 
grunde, die fiir Tabelle 11 verwendet wurden.) 


Tabelle Ill. 

















Zeit 90 %/g zu 0,2u und 10% zu Olu 99 9/, zu 0,2u und 1% zu Olu 
Std. a A _ a nao ee wry mamas B ‘ 
1 0,054 0,054 0,023 0,023 
2 0,014 0,002 9 0,001 8 0,000 52 
3 | 0,0051 | 0,000 16 0,000 51 0,000 012 
4 | 0,0019 0,000 009 0,000 19 0,000 000 3 


Aus der Tabelle II] geht hervor, daB wir in der Auswertung der 
uberstehenden Fliissigkeit nach verschieden langen Zentrifugierungszeiten 
ein recht empfindliches Mittel besitzen, um die homodisperse Verteilung 
des untersuchten Virus zu priifen. Finden wir, daB die Konzentration 
in gleichen Zeiten in gleichbleibendem Verhaltnis abnimmt, so kénnen 
wir mit Sicherheit ausschlieBen, daB neben der Hauptmasse der wirk- 
samen Teilchen noch ein Bruchteil in feinerer Verteilung vorhanden 
ist, und hieraus mit groBer Wahrscheinlichkeit folgern, daB wir es mit 
einer Suspension des freien Virus zu tun haben. Nimmt dagegen die Ge- 
schwindigkeit der Schwachung mit der Zeit ab, so folgt daraus mit 
Gewibheit, daB der tiberwiegende Teil des Virus an gréBere Partikel 
gebunden ist. Wenn die Ausgangskonzentration und Haltbarkeit 
des Virus es gestattet, k6nnen wir eventuell auch in diesem Falle durch 
geniigend langes Zentrifugieren in ein Gebiet gelangen, wo die Ge- 
schwindigkeit der Schwachung nicht weiter abnimmt; dann gewinnen 
wir AufschluB iiber den Bruchteil von freiem Virus in der Aufschwemmung 
und tiber die Grdéfe der freien Virusteilchen selbst. Sonst aber berechnet 
sich auch aus dem letzten, also geringsten Wert der Schwachungs- 
geschwindigkeit fiir die GréBe des subvisiblen Virus nur eine obere 
Grenze. 


e) Das spezifische Gewicht des Virus. 


In unseren bisherigen Erérterungen haben wir eine Schwierigkeit 
tibergangen, die sich der Anwendung des Stokesschen Gesetzes auf 
subvisibles Virus entgegenstellt: daB namlich hierzu die Kenntnis des 
spezifischen Gewichtes des Virus erforderlich ist. Nun bieten aber eben 
Zentrifugierversuche die Méglichkeit, auch das spezifische Gewicht 
experimentell zu bestimmen. Man wird hierzu das spezifische Gewicht 
des Dispersionsmittels durch geeignete Zusitze solange erhdhen, bis 
die Senkung der Teilchen durch die Zentrifuge aufhért. Auf diese Weise 








, 
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bestimmten z. B. Mac Callum und Oppenheimer! das spezifische Gewicht 
des Vakzinevirus in Lymphe zu 1,14. Allerdings kann man derartigen 
Bestimmungen entgegenhalten, daB die verwendeten Zusiétze durch 
osmotische Einwirkungen auch das spezifische Gewicht der Virus- 
teilchen erhéhen, so daBb die erhaltenen Werte eher nur eine obere 
Grenze darstellen. 


Aber selbst wenn wir auf eine direkte Ermittlung des spezifischen 
Gewichts verzichten und dasselbe willkiirlich — wie wir bei Berechnung 
unserer Tabellen getan — ahnlich dem spezifischen Gewicht der Bak- 
terien gleich 1,10 setzen?, so ist die Unsicherheit unserer GréBen- 
berechnungen unerheblich. Denn, wie eine einfache Rechnung zeigt, 
miBte das spezifische Gewicht 1,025 oder 1,40 betragen, wenn die mittels 
des Wertes 1,10 errechneten Durchmesser die Halfte oder das Doppelte 
sein sollen. So weite Schwankungen der Dichte diirften jedoch auBer 
Frage stehen. 

f) Form des Virus. 


Endlich miissen wir noch die Rolle der Teilchenform erwahnen. 
Die Stokessche Gleichung ist unter der Annahme kugelférmiger Teilchen 
abgeleitet und gilt streng nur fiir diese. Berechnen wir aus der Senkungs- 
geschwindigkeit eines nicht kugelférmigen Teilchens dessen_,,Durch- 
messer** nach der Stokesschen Formel, so erhalten wir den Durchmesser 
einer Kugel, die unter gleichen Verhaltnissen eben die beobachtete 
Senkungsgeschwindigkeit zeigen wiirde. Dieser Durchmesser wird den 
Dimensionen des Teilchens nahestehen, und wenn diese in den ver- 
schiedenen Richtungen nicht sehr verschieden sind, noch einen brauch- 
baren Begriff von dessen GréBe geben. Fiir langgestreckte Faden usw. 
verlieren natiirlich die nach der Stokesschen Formel berechneten Werte 
jede Bedeutung. 

B. Experimenteller Teil. 

Einige Vorversuche an der spater zur Untersuchung von Pocken- 
vakzine und Hiihnerpest (siehe S. 404) verwendeten Zentrifuge sollten zur 
Priifung von Gleichung (8) und deren Voraussetzungen dienen. 

Die ,,Ecco-Super-Rapid‘‘-Zentrifuge der Firma E. Leitz, Berlin, hatte 
einen Wechselstrommotor fiir 120 Volt und 2,3 Amp., Luftkiihlung und 


1 Journ. of Amer. med. Ass. 78, 410, 1922. 

2 Leontjew (Centralbl. f. Bakt. I. Orig., 107, 308, 1928) bestimmt aus 
der Sedimentationsgeschwindigkeit im destillierten Wasser das spezifische 
Gewicht des Micrococcus pyogenes albus zu 1.089, ist aber geneigt, .,als 
spezifisches Gewicht der Bakterien im Durchschnitt 1,055 anzunehmen". 
Er halt auch die von MacCallum und Oppenheimer fiir Vakzinevirus er- 
haltene Zahl fiir zu hoch. Auch wir halten, im Hinblick auf den hohen 
Wassergehalt der vegetativen Formen einzelliger Lebewesen ein spezifisches 
Gewicht iiber 1,10 fiir wenig wahrscheinlich. 
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Tourenzaéhler bis 10000 Touren? und war auf einem beweglichen Gestell 
hangend montiert. Beigegeben waren zweierlei Zentrifugenréhren; solche 
mit rundem Boden, und die von uns hauptséchlich benutzten ,,Spitz- 


rohrechen**. Es waren dies zylindrische Réhren von 0,8 cm lichter Weite, 
deren Boden von einem Kegel von 0,4cm Héhe gebildet war. Die Lange 
der Réhren betrug 7cm und — in die Zentrifuge eingesetzt die Ent- 


fernung des Bodens von der Achse (R) 9 cm. 


DaB unserer auf 8S. 395 erérterten Annahme gemaB durch das 
Zentrifugieren keine 6rtlichen Konzentrationsunterschiede in der Sus- 
pension entstehen, dariiber belehrte der unmittelbare Augenschein. 
Ob wir Bakterienaufschwemmungen, Collargol- oder kolloide Gold- 
lésungen zentrifugierten, niemals war in der iiberstehenden Fliissigkeit 
ein klarer oder lichterer oberer Abschnitt angedeutet. Nur die Zunahme 
des Bodensatzes konnte man wahrend des Zentrifugierens beobachten 
und die in der ganzen Fliissigkeitsschicht gleichmdfBige, fortschreitende 
Abnahme von Triibung bzw. Farbe. Wir hatten nunmehr zu priifen, ob 
die Konzentrationsabnahme in der Fliissigkeit von den Versuchs- 
bedingungen — Schichthdhe und Versuchsdauer — in der durch 
Gleichung (8) geforderten Weise abhangt, und ob fiir Teilchen von be- 
kannter GréBe sich durch ihre Anwendung die richtigen Werte ergeben. 


Am leichtesten und bequemsten laBt sich die Forderung priifen, 
daB Anderungen von Versuchszeit und Schichthihe die Konzentration 
in gleichem MaBe, aber entgegengesetzt beeinflussen, da also eine 
gleichzeitige Erhéhung oder Verminderung beider im gleichen Ver- 
haltnis die Konzentrationsénderung unberiihrt laBt. In der letzten 
Formulierung gilt die Forderung ebenso fiir hetero- als homodisperse 
Suspensionen? und laBt sich, falls diese gefarbt sind, durch direkten 
kolorimetrischen Vergleich der iiberstehenden Fliissigkeiten unmittelbar 
verifizieren. Wir konnten sie auf diese Weise an Collargol- und kolloiden 
Goldlésungen voll bestidtigen. 


Schwerer ist es, die Zeitabhangigkeit der Konzentrationsabnahme 
fiir sich mit der Formel zu vergleichen, da die geforderte Proportionalitat 
von Konzentrationslogarithmus und Zeit nur fiir streng homodisperse 
Suspensionen erfiillt sein kann. An verdiinnten Suspensionen von Coli- 





1 Anfangs benutzten wir ein Modell, dessen Gehéuse mit dem Deckel 
luftdicht verschlossen wurde und das keinen Tourenzéhler besaB. Spéater 
wurde dieses gegen das oben beschriebene Modell umgetauscht, das neben 
dem Tourenzéhler noch den Vorteil besitzt, den Réhreninhalt selbst bei 
stundenlangem Betrieb kaum zu erwarmen. Beziiglich der Art ihrer Wirkung 
[der Giiltigkeit der zu Formel (8) fiihrenden Annahmen] verhielten sich die 
beiden Modelle véllig gleich. 

\? Dies 14Bt, sich leicht beweisen, indem man Gleichung (8) fiir alle 
Teilchenarten der heterodispersen Suspension getrennt ableitet und dann 
addiert. 
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bakterien, die durch vorangehendes Zentrifugieren von gréberen Teilchen 
gereinigt waren, zeigte sich tatsaichlich der theoretisch erwartete Gang. 
Keimzahlungen ergaben z. B. 


Vor dem Zentrifugieren. . . . . . . . . 1,7.10% Keime pro ccm 
Nach 30 Sekunden zentrifugieren bei 
10000 Touren® .. . . 2,5.10° ,, 
a. ae a zentrifugieren bei 
10000 Touren .«.. 38.16 ,, - 
— ‘bs zentrifugieren bei 
0000 Touren ... + + 68.10 . . 2%” (op 


Das Verhaltnis je zweier benachbarter Zahlenwerte betrigt hier: 
1: 6,8, 1 : 6,6und 1 : 5,6, bleibt also innerhalb der Fehlergrenzen konstant. 

An Goldsolen, die nach dem Hiege-Zsigmondyschen Keimverfahren 
durch Reduktion mit Hydroxylamin hergestellt waren, zeigte sich ein 
merkliches Sinken der Konzentrationsabnahme ‘mit zunehmender 
Zentrifugierzeit. So erhielten wir z. B. fiir die Konzentration der 
iiberstehenden Fliissigkeit (Bestimmung im Authenriethschen Kolori- 
meter) 


nach 20 Minuten Zentrifugieren bei 8600 Touren .... . . 45% 
» 40 9” a » 8000 a cenivecen ee 


der Ausgangskonzentration. Das Verhaltnis fiir die Konzentrations- 
abnahme ist hier in den ersten 20 Minuten 1: 2,2 und in den zweiten 
nur mehr 1:1,5. DaB es sich hierbei um mangelhajte Homodispersitdat 
und nicht etwa darum handelt, daB durch jene ,,Stérungen“, welche 
die Durchmischung der Flissigkeit besorgen, auch der Bodensatz — 
und zwar in mit dessen Menge zunehmendem Mabe — beriihrt wird, 
konnte dadurch bewiesen werden, daB man die Zentrifugierungszeit 
unterteilte und nach jedem Abschnitt die Fliissigkeit vom Bodensatz 
in ein neues Réhrchen abgoB. Auf diese Weise gelangten wir zur selben 
Endkonzentration, wie durch das nicht unterbrochene Zentrifugieren. 

Bei den beschriebenen Versuchen an Colibakterien und Goldsolen- 
wurde mittels Gleichung (8) auch die Teilchengriéfe selbst berechnet. 
Der ,,Durchmesser“ fiir Colibakterien ergab sich hierbei zu 1,2 u, ein 
Ergebnis, das als befriedigend bezeichnet werden muB. Die Teilchen- 
groéBe des benutzten Goldsols konnte nach den Herstellungsbedingungen 
und der Farbe auf etwa 20 mu geschitzt werden. Die Anwendung 
von Formel (8) ergibt fiir die in den ersten 20 Minuten abgesetzten 
55% der Teilchen einen durchschnittlichen Durchmesser von 22 mu. 


? Die Anlaufszeit betrug bei plétzlichem Ausschalten des ganzen Wider- 
standes nur etwa 10 Sekunden bis zur Erreichung der vollen Tourenzahl; 
die Auslaufszeit etwa ebensoviel. Diese werden bei so kurzer Versuchs- 
dauer im Verhialtnis ihres Einflusses mitgerechnet. 
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Uberdies haben wir vergleichende Zentrifugierversuche mit Gold- 
solen gemacht, die durch Verwendung verschiedener Mengen des gleichen 
Keimsols hergestellt waren, fiir die also das Verhaltnis ihrer Teilchen- 
gréBe genau bekannt war. Bei zwei Solen, die mit 3 bzw. 10 cem Keim- 
lésung hergestellt waren, deren Teilchendurchmesser sich demgemal 
wie 3:2 verhalten muBten, erhielten wir durch Zentrifugierversuche 
mittels Formel (8) die Durchmesser von 26 bzw. 18 my. 

ZusammengefaBt ergibt sich, daB bei der beschriebenen Zentrifuge 
die Bedingungen von Gleichung (8) auch ohne besondere MaBnahmen 
zumindest in einem Mae erfiillt sind, das ihre Verwendung zur GréBen- 
bestimmung von subvisiblem Virus rechtfertigt. 


Hier mu®B auch des Einflusses gedacht werden, den Form und Be- 
schaffenheit des Bodens des Zentrifugenrohres auf das Ergebnis haben. 
Wir haben bei den mitgeteilten Versuchen, sowie den spaéteren an sub- 
visiblem Virus, die 8. 402 beschriebenen ,,Spitzréhrchen** benutzt, wahrend 
bei Ableitung von Gleichung (8) zylindrische Réhren mit ebenem Boden 
vorausgesetzt waren. Wir stellten zu Vergleichszwecken Réhren mit ebenem 
Boden dadurch her, daB wir eine dichte Aufschwemmung von Kiesel- 
siuregel bei héchster Tourenzahl ausschleuderten und die Fliissigkeit 
abgossen. Der Bodensatz als neuer Boden der Réhre gewahrleistet gleich- 
zeitig ein besseres Haften angeschleuderter Teilchen. In der Tat zeigten 
vergleichende Versuche an einem mit lysalbinsaurem Natrium geschiitzten 
Goldsol, daB dessen Konzentrationsabnahme in derartigen Réhren be- 
trachtlich rascher vor sich ging. Nehmen wir die erhaltenen Ergebnisse 
fir die im Sinne von Gleichung (8) richtigen an, so ergibt sich, daB die 
aus Versuchen in Spitzréhrchen errechneten Durchmesser um 24°, zu 
niedrig sind. Abgesehen davon, daB ein Fehler von diesem Betrage bei 
GréBenbestimmungen von subvisiblem Virus noch kaum eine Rolle spielen 
wiirde, diirften fiir letzteres wenigstens bei dem von uns benutzten 
Material die Verhaltnisse wesentlich giinstiger liegen; hier bildet némlich 
die ziemlich groBe Menge gleichzeitig ausgeschleuderter fremder Partikel eine 
dem Kieselséuregel &hnlich wirkende Bodenschicht. So hat denn auch ein 
Parallelversuch mit Pockenvakzine (siehe 8S. 408) in mit Kieselséuregel be- 
schickten und einfachen Spitzréhrchen zu genau dem gleichen Ergebnis gefiihrt. 


If. Die GréBenbestimmung des Pockenvakzine- und Hiihnerpestvirus. 


Die in der Literatur vorliegenden Schatzungen der TeilchengréBe 
von Pockenvakzine- und Hiihnerpestvirus beruhen ausschlieBlich auf 
Filtrationsversuchen. Berechnungen der TeilchengréBe auf Grund von 
Zentrifugierversuchen wurden bisher unseres Wissens nicht unter- 
nommen }. 

Uber die Filtrierbarkeit von Pockenvakzine durch bakteriologische 
Filter haben sehr viele Forscher gearbeitet, Die Resultate sind vielfach 
widersprechen@d, doch lassen sie sich wohl dahin zusammenfassen, dab 
fiir sehr griindlich aufgeschlossene Aufschwemmungen des Virus ein Durch- 


1 Die Zentrifugierbarkeit von Vakzinevirus wurde schon mehrfach 
beschrieben, so von W@.H.Gordon und MacCallum und Oppenheimer (1. c.). 
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tritt allerdings in starker Verdiinnung beobachtet wird. Die Schwa- 
chung beruht teilweise sicher auf der Adsorption durch das keramische 
Material. Paschen und Rocha-Lima! konnten auch in einem Filtrat durch 
Haensche Membranfilter Nr. 10/05, nach Anreicherung auf einem dichteren 
Filter, das Virus nachweisen. Nach diesen Versuchen kénnten wir die GréBe 
des Erregers auf 0,1 bis 0,2 u schaétzen, was mit der GréBe der Paschenschen 
Korperchen in Einklang ware. Allerdings konnten Levaditi und Nicoleau? 
Neurovakzine durch Kollodiumséckchen filtrieren, die Albumine zuriick- 
hielten, und nehmen an, daB es neben dem normalen Erreger noch viel 
kleinere Formen desselben gabe, deren GréBe 20 bis 30 mu betragt. 

Sehr widersprechende Befunde finden sich auch iiber das Hiihner- 
pestvirus. So wird von Andriewsky*® auf Grund von Filtrationsversuchen 
durch Kolloidmembranen angenommen, daB dessen GréBe kleiner als 
jene von Hamoglobinmolekiilen sei, wahrend nach an Berkefeld- und 
Chamberlandkerzen ausgefiihrten Versuchen von Rosenthal das Virus 
nicht allzu sehr von den bakteriellen Dimensionen abweicht. Die Filtrier- 
barkeit durch die meisten bakteriologischen Filter wurde iibrigens von 
zahireichen Autoren bestaétigt. Besondere Beachtung verdienen die ver- 
gleichenden Filtrationsversuche von Berger®, aus denen hervorgeht, da®B 
die Gr6éBe des Hiihnerpesterregers jene des Bakteriophagen (10 bis 20 mp) 
wesentlich iibertrifft. 


A. Versuche an Pockenvakzine. 


Das Ausgangsmaterial und dessen Vorbehandlung. Zu samtlichen unten 
mitgeteilten Versuchen gingen wir vom ,,Rohstoff der Staatlichen Impf- 
anstalt in Berlin aus, fiir dessen Uberlassung Herrn Professor Gins, der 
uns auch in der Technik der Auswertung beriet, bestens gedankt sei. Die 
Aufschwemmungen fiir die Filtrationsversuche bereiteten wir folgender- 
maBen: etwa 0,5g Rohstoff wurden mit einer entsprechenden Menge 
Glaspulver und 5 cem nach und nach zugesetzter physiologischer Kochsalz- 
lésung 1 Stunde hindurch in der Porzellanschale energisch verrieben, dann 
die Schale auf 14 Tage in den Eisschrank gestellt und das Verreiben taglich 
1, Stunde fortgesetzt. Dann wurde die Fliissigkeit abgegossen, 10 Minuten 
bei 1000 Touren zentrifugiert und mit einer Phosphatpufferlésung von 
pu = 7,2 auf das 5- bis 20fache verdiinnt. Bei Bereitung der Auf- 
schwemmungen fiir die Zentrifugierversuche haben wir auf die ]4tagige 
Behandlung verzichtet und nur das einstiindige Verreiben beibehalten, 
das sich als vollig zureichend erwies;: Pufferlésungen wurden hier nicht 
verwendet. Den Versuchen in der schnelltourigen Zentrifuge wurde stets 
ein halbstiindiges Ausschleudern bei 2000 Touren vorausgeschickt. 


Auswertung. Die quantitative Bestimmung der Wirksamkeit wurde 
mittels Verimpfung auf die Kaninchenhaut ausgefiihrt. Das Kaninchen 
wurde meist an sechs Stellen (je drei zu beiden Seiten des Riickens) auf 
einer Flaéche von etwa 3-4cm sorgfaltig rasiert, die Haut mit Glaspapier 


+ Paschen in Kolle-Kraus-Uhlenhuths Handb. d. pathog. Mikro- 
organismen 8, 865. 
? C.r. Ac. Sci. 176, 717, 1923. 
Zentralbl. f. Bakt. I. Orig., 75, 90, 1914. 
Zeitschr. f. Hyg. 60, 169, 1908. 
Ebendaselbst 108, 315, 1928. 
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(aber nicht bis zum Blutaustritt) aufgerieben und je 0,1 cem ansteigender 
Verdiinnungen der zu priifenden Fliissigkeit mit der Kuppe eines Reagenz- 
glases eingerieben. Die Ablesung der Reaktion erfolgte 6 bis 7 Tage nach 
der Impfung. Zur Kennzeichnung ihres Grades benutzten wir folgende 
Bezeichnungen: + -+ ++ (die ganze Impfstelle stark geschwollen und von 
dickem, zusammenhéngendem Schorf bedeckt), + ++ (Schwellung und 
Ausbreitung nicht so stark, der Schorf aber noch zusammenflieBend), 
+-+ (drei bis sechs mit Schorf bedeckte Papeln) und + (ein bis zwei 
Papeln). In einzelnen Fallen schwacher Reaktion wurde auf die Hornhaut 
eines zweiten Kaninchens iiberimpft und diese dann auf Guarnierische 
K6rperchen untersucht. 


a) Filtrationsversuche. 

Den unten ausfiihrlicher mitgeteilten Untersuchungen gingen an 
unserm Institut eine groBe Reihe von Filtrationsversuchen voran, die in 
den Jahren 1928/29 von N. Leitner und S. Ornstein ausgefiihrt wurden. 
Bei diesen Versuchen wurde das Hauptgewicht nicht auf den quantitativen 
Vergleich von Filtrans und Filtrat, sondern darauf gelegt, im Filtrat noch 
mdéglichst geringe Spuren des Virus nachzuweisen. In vereinzelten Fallen 
erscheint es kaum zweifelhaft, daB Filtrate durch Ultrafilter mit gréBten 
Poren von 3 und > 3 yz Virus enthielten, welches spezifische Reaktion auf 
der Kaninchenhornhaut hervorrief. Da wir jedoch in der Technik der 
Priifung damals noch nicht geniigende Sicherheit besaBen, so wollen wir 
von der Einzelbeschreibung dieser Versuche absehen. 

Zu unseren Filtrationsversuchen benutzten wir die Membran- und 
Cellafilter der Membranfiltergesellschaft in Géttingen unter Verwendung 
des Bronzefilterapparats, den wir zur Vermeidung einer eventuellen 
Kupferwirkung mit einem starken Chromiiberzug versehen lieBen. 
Die Filter wurden im Apparat eingespannt, 20 Minuten im Dampf 
sterilisiert. 

Die Porenweite jedes einzelnen verwendeten Filters haben wir 
nach der Methode des Blasendruckes (mittels Luft/Isobutylalkohol 
oder Wasser/Isobutylalkohol) festgestellt und nach der Filtration 
nochmals kontrolliert. Bei den hier angegebenen Zahlen sind die nétigen 
von den MeBbedingungen abhangigen Korrekturen bereits beriicksichtigt 
und geben in uw den Durchmesser der gréften Filterporen an. Mit Riick- 
sicht auf eventuell vorhandene Verletzungen oder schadhafte Stellen 
des Filters, wurde dem Filtrans stets etwas verdiinnte Colibakterien- 
aufschwemmung zugesetzt und das Filtrat nur verwendet, wenn die 
damit beimpften Bouillon- und Agarréhren steril blieben. 

Den Filtrationsversuchen wurden Adsorptionsversuche an Filter- 
material vorangeschickt. Letzteres gewannen wir in sehr feiner Ver- 
teilung durch Verreiben der f2uchten Filterblatter mit Kochsalz, das 
dann durch Waschen entfernt wurde. Die Versuche ergaben, dab 
durch Schiitteln mit relativ groBen Mengen (zwei Filterblatter von 
9 cm Durchmesser auf 3 ccm Fliissigkeit) Material sowohl von Membran- 
als von Cellafiltern und nachfolgendes Zentrifugieren eine nachweisbare 
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Schwachung der virushaltigen Aufschwemmung bewirkt wird, jedoch 
nicht in solchem MaBe, daB mit einer wesentlichen Behinderung der 
Filtration durch den Adsorptionsfaktor zu rechnen wire. 

Die Ergebnisse der Filtrationsversuche : 

1. Membranfilter 1,0 4; Filtrans 1: 1000 verdiinnt noch wirksam; 
Filtrat unwirksam. 

2. Membranfilter 1,3 4; Filtrans 1: 1000 verdiinnt noch wirksam; 
Filtrat unwirksam. 

3. Membranfilter 1,5 4; Filtrans 1: 1000 verdiinnt noch wirksam; 
Filtrat unwirksam. 

4. Cellafilter 2,0; Filtrans 1: 100 verdiinnt noch wirksam; 
Filtrat unwirksam. 

5. Cellafilter 2,4; Filtrans 1:100 verdiinnt noch wirksam; 
Filtrat unwirksam. 

6. Cellafilter 3,94; Filtrans 1: 100 verdiinnt s¢hwach wirksam. 
Eine dhnliche Reaktion erzeugt auch das unverdiinnte Filtrat; 
nach Uberimpfung auf die Hornhaut eines zweiten Kaninchens 
zeigt deren histologische Untersuchung zahlreiche Guarnierisch 
Korperchen. 


Unter Beriicksichtigung des auf 8. 391 Mitgeteilten folgt aus den 
Versuchen 1 bis 5, daB der Durchmesser des Pockenvakzinevirus 
> 0,05 bzw. 0,1 « sein muB. Nach Versuch 6 betragt er etwa 0,2 w. 


b) Zentrifugierversuche. 

Bevor uns die 8. 401 beschriebene ,,Ecco-Super-Rapid‘‘-Zentrifuge 
zur Verfiigung stand, hatten wir einige orientierende Versuche an 
unserer alten Zentrifuge ausgefiihrt, die man auf lingere Zeit nicht 
iiber 2000 Touren laufen lassen konnte. Das wesentliche Ergebnis 
dieser Versuche war das Folgende: Zentrifugiert man drei Proben der 
durch einstiindiges Verreiben mit Glaspulvererhaltenen Aufsch wemmung 
einmal nur 10 Minuten bei 1000 Touren, dann 30 Minuten bei 
2000 Touren, endlich 2 bis 4 Stunden bei 2000 Touren, so zeigt die 
zweite Probe gegeniiber der ersten eine Schwachung auf etwa ein Zehntel, 
wahrend die dritte sich von der zweiten in ihrer Wirksamkeit nicht 
unterscheidet. Hieraus folgt, wie eine Uberschlagsrechnung zeigt, 
daB bei der beschriebenen Art der Vorbehandlung etwa neun Zehntel 
des Virus in Partikel eimeschlossen bleibt, deren: Durchmesser 1 yu 
iibersteigt, wahrend etwa ein Zehntel in wesentlich feinerer Verteilung 
vorhanden sein muB. Wir vermuteten — was die spateren Versuche 
bestitigten —, daB der letztere Teil aus dem freien Erreger besteht, 
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und benutzten daher zu unseren weiteren Zentrifugierversuchen bei 
hoher Tourenzahl nur Aufschwemmungen, die 30 Minuten bei 2000 Touren 
vorbehandelt waren. 


Die folgenden Versuche sind mittels der ,,Ecco-Super-Rapid‘- 
Zentrifuge ausgefiihrt, und es ist zu deren Methodik noch folgendes 
zu bemerken: Die Fiillung der Réhren betrug bei allen Versuchen an- 
nihernd 1,0 ccm, die stets gemessene und in der Rechnung beriick- 
sichtigte Schichthéhe 1,8 bis 2,2cm; die Tourenzahl wurde standig 
kontrolliert und bei eventuellen Schwankungen der Mittelwert gebildet. 
Besonders wurde darauf geachtet, daB keine schidliche Erwairmung 
des Réhreninhalts eintritt; bei langerer Versuchsdauer wurde die 
Zentrifuge mehrmals abgestellt, die Temperatur kontrolliert und wenn 
notig Pausen eingeschaltet. 

1. Versuch. Paratielversuch in einfachen Spitzréhrchen und solchen, 
deren Boden von einer Schicht Kieselséuregel bedeckt war. Zum Vergleich 
fiir die Idtztere Probe diente eine Aufschwemmung, welche dieselbe Zeit 
iiber einer Schicht Kieselséiuregel gestanden hatte. Tourenzahl 10000, 
Versuchszeit 30 Minuten. Auswertungsergebnis: 








Spitzréhrchen Kieselsiuregel 
Verdtinnung nicht 30 Min. nicht 30 Min. 
zentrifugiert * zentrifugiert zentrifugiert zentrifugiert 

Unverdinnt +--+ seo +44 +44 

1:10 +4 of. ae oe of 

i: 100 t 0 a “7 

* Unter ,zentrifugiert* verstehen wir hier nur die Behandlung in der ,Super-Rapid- 

Zentrifuge*. 


Demnach in 30 Minuten Schwaéchung auf '/;5. Die Kieselséuregel- 
schicht ist ohne merklichen EinfluB, daher wurden auch die folgenden 
Versuche nur mehr in einfachen Spitzréhrchen ausgefiihrt. 


2. Versuch. Tourenzah! 10000. Versuchszeiten 71%, 30 und 60 Minuten. 
Auswertungsergebnis: 








Zentrifugiert 
Verdiinnung — ——__-~-— SS shies tteliectitaniniaiae 
0 Min. 71/9 Min. 30 Min. 60 Min. 
Unverdinnt +4++ +++44 oie oe ae a Ae 
1:10 +++, a ~- + | 
1: 100 ++ oS + 4 | 


Also in 71% Minuten keine nachweisbare Schwachung?, in 30 Minuten 
Abnahme auf etwa "/,), in 60 Minuten auf 1/; 99. 


1 Erfolgt in 30 Minuten eine Schwachung auf '/,,, so hat bei homo- 


disperser Verteilung in 74 Minuten eine Abnahme im Verhialtnis |: 1,8 
zu erfolgen, die unter der Grenze der Nachweisbarkeit liegt. 
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3. Versuch. Tourenzahl 9000. Versuchszeiten 715, 30 und 60 Minuten. 
Auswertungsergebnis : 





Zentrifugiert 
Verdiinnung - ——- —_—— pasiiemmemeeitt oer 
0 Min 71/2 Min 30 Min. 60 Min 
Unverdiinnt jt ae ay ee = 
1:10 dedesical ae : a 
1: 100 dd, 4 # 


Im wesentlichen Ubereinstimmung mit Versuch 2. 


4. Versuch. Zu diesem diente ein anderer Stamm der Impfanstalt 
Berlin, der die Bezeichnung ,,Holland“ trug. Tourenzahl 8300. Versuchs- 
zeiten 10, 40 und 80 Minuten. Auswertungsergebnis: 





Zentrifugiert 
Verdiinnung — — _- e = 


0 Min. 10 Min. 40 Min 80 Min 
Unverdinnt +++ f + 
1:10 +++ ++++ 44 
1 : 100 ae * a + al 
1: 1000 


Bei 8300 Touren ist also nach 10 Minuten mit Sicherheit noch keine 
Anderung nachweisbar, wahrend in 40 Minuten eine Schwéchung auf '/,», 
in 80 Minuten eine Abnahme auf etwa '/,9, erfolgt. 

5. Versuch. Tourenzahl 9500. Versuchszeiten 90 und 120 Minuten. 
Auswertungsergebnis : 





Zentrifugiert 
Verdiinnung — . a Aa 
0 Min. 90 Min. 120 Min. 

Unverdiinnt 6 4 
1:10 6 

1: 100 +- 

1: 1000 4 

1: 10000 4 


Die in der Verdiinnung 1: 100 noch sehr deutlich wirksame Auf- 
schwemmung verliert also durch 90 Minuten Zentrifugieren bei 9500 Touren 
ihre Wirksamkeit vollkommen. Ebenso wie (siehe z. B. Versuch 2) durch 
einmal 30 Minuten wahrendes Zentrifugieren eine Schwichung auf '/,, 
und in zweimal 30 Minuten eine solche auf !/,9, eintritt, fiihrt eine Versuchs- 
dauer von dreimal 30 Minuten auf schétzungsweise */,999. H6chstens ein 
durch kutane Impfung nicht mehr rachweisbarer Bruchteil von etwa 1°/,, 
des Virus kénnte demnach eine geringere TeilchengréBe besitzen als jene, 
welche sich aus unseren Versuchsergebnissen berechnet. 


6. Versuch. Schatzung des spezifischen Gewichts. Es werden der 

Aufschwemmung 14°, Kochsalz zugesetzt, und hierdurch ihr spezifisches 

7 Gewicht auf 1,10 gebracht. 1 ccm dieser Fliissigkeit wurde 75 Minuten 
bei 8500 Touren zentrifugiert. Auswertungsergebnis: 
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Zentritugiort 
Verdiinnung asain lpamahehahiintpiidinechininrinnhil becca 
0 Min. 75 Min. 
Unverdiinnt +++4+ hit 
1:10 f+ 4. ptt 
1: 100 ai + 


Bei diesem spezifischen Gewicht der Fliissigkeit erfolgt also noch 
eine wesentliche Abnahme, aber doch nicht mehr auf !/;59. Das spezifische 
Gewicht des Virus in diesem Medium liegt sicher éber 1,10, aber in An- 
betracht der merklich langsameren Abnahme wohl unter 1,20, was mit 
dem 8S. 401 zitierten Befund von Mac Callum und Oppenheimer iiberein- 
stimmt. Doch haben wir mit Riicksicht darauf, da8 durch den Kochsalz- 
zusatz wahrscheinlich auch eine gewisse Erhéhung des spezifischen Gewichts 
der Teilchen erfolgt, unseren Berechnungen der Teilchengré6Be den Wert 1,10 
zugrunde gelegt. 

Aus den mitgeteilten Versuchen folgt auf Grund von Gleichung (8) 
und den Betrachtungen auf S. 399: 

Die wirksame Substanz befand sich in den benutzten Auf- 
schwemmungen in homodisperser Verteilung, es handelt sich daher 
mit gréBter Wahrscheinlichkeit um Aufschwemmungen des freien 
Erregers. 

Der Durchmesser des kugelférmig gedachten Vakzineerregers be- 
rechnet sich! aus den einzelnen Versuchen iibereinstimmend zu 0,2] 
bis 0,23 u. Der Erreger befindet sich also an der Grenze mikroskopischer 
Sichtbarkeit und kénnte seiner GréBe nach sehr wohl mit den Paschen- 
schen Kérperchen identisch sein. Beziiglich der von der ungeniigenden 
Kenntnis des spezifischen Gewichts herriihrenden Unsicherheit s. 8. 401. 


B. Versuche an Hiihnerpestvirus. 
_ 
a) Filtrationsversuche. 
Bevor wir zu den unten beschriebenen Zentrifugierversuchen iiber- 


gingen, haben wir auch an Hiihnerpestvirus Filtrationsversuche angestellt. 


1 Als Beispiel sei hier die Berechnung auf Grund der 60 Minuten 
zentrifugierten Probe des Versuchs 2 mitgeteilt; es betragt hier: 
cleo = "Noe, A = 1,8, BR = 9,0, T (in sec) = 3600. 
Hieraus nach Gleichung (8): 





h 1 
[= — >: — y 0,000 26. 
K RT lore - log — im 100 
Da nun des weiteren 
a 
(o—o’) = 0,1, .7 — 0,01 und @ —- 22 — 1050 


4 
betrégt, so folgt nach Formel oma de auf S . 394 


Sei dias "eet 
ye ts oa = 1,05. 10-5 em, 


oder fiir den Durchmesser 0,21 y. 








h 
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Das Material, das wir zu diesen benutzten, waren zerriebene Organe (Leber, 
Herz usw.) an Huhnerpest gestorbener Hiihner, die wir teils direkt von Herrn 
Direktor Dr. Gerlach dem wir auch fiir zahlreiche wertvolle Ratschlage 
zu Dank verpflichtet sind aus der ,,Bundesanstalt fir Tierseuchen- 
bekémpfung** in Médling bei Wien zugesandt erhielten, teils selbst durch 
Weiterimpfung an Hiihner gewannen. Leider war dieses Material fiir unsere 


Zwecke nicht geniigend virulent, und das Virus tUberdies wie auch 
Zentrifugierversuche zeigten an Gewebetriimmer gebunden, so daB die 


Versuche keine Schliisse auf die GréBe des freien Erregers gestatteten. 
Derselbe Einwand besteht gegentiber friiheren, an unserem Institut vor- 
genommenen Versuchen von N. Leitner und S. Ornstein, die einen Durchtritt 
des Erregers nur bei Filtern feststellen konnten, deren maximale Poren- 
weite 4 bis 6 uw betrug. 


b) Zentrifugierversuche. 


Das Ausgangsmaterial und dessen Behandlung. Das Ausgangsmaterial 
der hier mitgeteilten Versuche ist das frische (héchstens | bis 3 Tage unter 
0°C aufbewahrte) Gehirn von an Hiihnerpest eing¢ggangenen Hiihnern. 
Die Infektion der Hiihner erfolgte intramuskulaér mit Gehirnaufschwemmung, 
der Tod trat regelm&Big in 24 bis 48 Stunden ein; die Sektion zeigte stets 
zahlreiche subserése Blutungen, besonders am Epikardium und die fiir 
Hiihnerpest charakteristischen submucosen Blutungen an der Grenze von 
Driisen- und Muskelmagen. Den Virusstamm, den wir, um frisches Material 
zu haben, in ebensoviel Passagen fortfiihrten, als wir Versuche unter- 
nahmen, verdanken wir Herrn Prof. Doerr aus dem Hygienischen Institut 
Basel unter der Bezeichnung .,Stamm Brescia‘. 


Die Bereitung der Aufschwemmung erfolgte auf ahnliche Weise wie 
bei Vakzine: etwa 1 g Gehirn wurde mit Glaspulver und 10 cem physiolo- 
gischer Kochsalzlésung 1 Stunde hindurch sorgfaltig verrieben, dann die 
abgegossene Fliissigkeit 30 Minuten bei 2000 Touren zentrifugiert. 


Auswertung. Die Auswertung erfolgte durch intramuskulére Ver- 
impfung von je 0,2 ccm der zu priifenden Fliissigkeit und (bis 1: 10000) 
ansteigender Verdiinnungen derselben auf Aanarienvogel-Weibchen. Der 
Tod der Végel erfolgte meist am zweiten, selten am ersten oder ‘dritten Tage 
nach der Impfung. Die Végel, die am vierten Tage noch.am Leben waren, 
blieben es auch waéhrend der wochenlangen weiteren Beobachtung ab- 
gesehen von vereinzelten regellosen Fallen. wie sie auch im nicht behandelten 
Bestand auftreten. Niemals kam es vor, da8 ein mit geringerer Verdiinnung 
geimpfter Vogel am Leben blieb, wahrend der mit der héheren behandelte 
starb. Hingegen kam es vor, daB z. B. ein mit Verdiinnung | : 10 geimpfter 
Vogel schon nach 24 Stunden starb, der mit unverdiinnter Fliissigkeit 
geimpfte aber erst nach 48 Stunden. Wir beschranken uns daher im folgenden 
auf die Angabe der héchsten noch tédlich wirkenden Verdiinnung. Mehrmals 
wurden parallel zwei Végel mit der gleichen Fliissigkeit behandelt ; in diesen 
Fallen starben ausnahmslos beide bzw. blieben beide am Leben. 


Die Methode war die gleiche, wie bei den Vakzineversuchen. Hinzu- 


zufiigen ware noch, daB bei linger als 1 Stunde waihrenden Versuchen 
die Fliissigkeit durch eine Paraffinélschicht vor Verlusten durch Ver- 


dampfung geschiitzt wurde. 
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Versuch 1. ‘Tourenzahl 10000, Versuchsdauer 7% und 15 Minuten. 
Hoéchste wirksame Verdiinnung: 





Zentrifugiert 
—_ | —_ | 
Verdiinnung . . . 1: 100 1: 100 1: 100 


Versuch 2. Tourenzahl 10200, Versuchsdauer 30 und 60 Minuten. 
Héchste noch wirksathe Verdiinnung: 





Zentrifugiert 
eT Sa ee) “Soe ere) 
Verdiinnung .. . 1:10 1:10 1:10 


° 


Versuch 3. Tourenzahl 8200, Versuchsdauer 2% und 5'/, Stunden. 
Héchste noch wirksame Verdiinnung: 








Zentrifugiert 
0 Min 150 Min. | 315 Min. 
Verdiinnung .. . 1:10 1:10 Auch die unverdiinnte 


Flissigkeit unwirksam 


Versuch 4. Tourenzahl 8200 bei der Versuchsdauer von 2 Stunden. 
7500 bei der Versuchsdauer von 41% und 7300 bei der Versuchsdauer von 
7% Stunden. Héchste noch wirksame Verdiinnung: 








Zentrifugiert 
~OMin. | 120Min. | 270 Min. ~ 450 Min. 
Verdinnung. . . 1: 100 1:10 Unverdiinnt Auch die unverdiinnte 
Flissigkeit unwirksam 
Versuch 5 zur Schaétzung des spezifischen Gewichts. Der Auf- 


schwemmung werden 14 °, Kochsalz zugesetzt und eine Probe bei 7300 Touren 
durch 7% Stunden zentrifugiert. Héchste noch wirksame Verdiinnung: 
2 g g 





Zentrifugiert 





0 Min. 450 Min. 


Verdiinnung.. . 1:10 Auch unverdiinnt unwirksam 


Das spezifische Gewicht der Teilchen in der konzentrierten Kochsalz- 
lésung betrégt daher sicher mehr als 1,10; doch nehmen wir auch hier 1,1 
als Grundlage unserer GréBenberechnung. 


Berechnet man den Teilchendurchmesser auf Grund der einzelnen 


€ 


Versuche, so ergibt sich dieser: aus Versuch 2 < 0,14 uw, aus Versuch 3 
(21/, Stunden) < 0,12 baw. (51/, Stunden) = 0,124 und aus Ver- 
such 4 (2 Stunden) =0,134 bzw. (41/, Stunden) =0,13 und 
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(71/, Stunden) = 0,134. Die Zahlen von Versuch 3 und 4 beweisen 
gleichzeitig die homodisperse Verteilung der wirksamen Substanz und 
machen damit héchst wahrscheinlich, daB sich die GréBenbestimmung 
auf die freien Virusteilchen selbst bezieht. Uber die Méglichkeiten der 
Abbildbarkeit des Hiihnerpesterregers kann auf Grund dieser GréBen- 
bestimmung ausgesagt werden, daB dessen mikrophotographische 
Abbildung selbst mit ultravioletiem Licht mit den heutigen Mitteln als 
aussichtslos gelten muB. Der Erreger erweist sich aber doch weit gréBer, 
als man bisher annahm. 


Diese Untersuchung wurde erméglicht durch die Unterstiitzung 
der ,,Deutschen Forschungsgemeinschaft und des ,,Preup. Ministeriums 
fiir Landwirtschaft, Domdnen und Forste’*. Wir bringen dafiir unseren 
besten Dank zum Ausdruck. 


Zusammenfassung. 


1. Die Methoden der Dispersitdtsbestimmung wenden vom Stand- 
punkt ihrer Eignung fiir die Gréfenermittlung von subvisiblem Virus 
besprochen (S. 388). 

2. Die GréBenbestimmung durch Zentrifugierversuche wird erértert 
und gezeigt, unter welchen Voraussetzungen auch die einfachen, nicht 
erschiitterungsfrei arbeitenden Zentrifugen hierzu geeignet sind. Unter 
den angegebenen Bedingungen gilt fiir die Konzentration der iiber- 
stehenden Fliissigkeit die Gleichung: 

& ( : 2 0? (a—a')a 
c coe * { wobei K > . : 
mit deren Hilfe der Teilchendurchmesser 2 @ berechnet werden 
kann? (s. 8. 395). 

3. Auf Grund dieser Gleichung wird berechnet, dab bei einer 
Tourenzahl 10000 je Minute eine GréBenbestimmung von subvisiblem 
Virus bis zu einem Durchmesser von 0,05 4 herab méglich ist. Es wird 
gezeigt, daB die im allgemeinen nur gréBenordnungsmaBig mégliche 
Konzentrationsbestimmung von subvisiblem Virus gleichwohl zu recht 
genauen GréBenbestimmungen ausreicht (s. 8. 398). 

4. Es wird darauf hingewiesen, daB die Verfolgung des zeitlichen 
Verlaufs der Konzentrationsabnahme dariiber AufschluB gibt, ob die 
wirksamen Teilchen untereinander von gluicher Grépe sind, wnd hierdurch 
mit groBer Wahrscheinlichkeit die Entscheidung der Frage gestattet, 
ob man es mit einer Aufschwemmung des freien Erregers zu tun hat 


(S. 399). 


1 Die Erklarung der benutzten Zeichen siehe 8S. 392. 
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5. Die GréBenbestimmung des Pockenvakzinevirus wird mittels 
der Filtrations- und der beschriebenen Zentrifugiermethode durch- 
gefiihrt. 

Die Abschaétzung des Durchmessers auf Grund der Filtrations- 
versuche fiihrt auf 0,2 4 (s. 8. 407). 

Die Berechnung auf Grund der Zentrifugierversuche fiihrt auf 
0,21 bis 0,23 u. Seiner GréBe nach kann daher der Pockenvakzine- 
erreger mit den Paschenschen Korperchen identisch sein (s. 8. 410). 


6. Die GréBe des Hiihnerpesterregers wird durch Zentrifugier- 
versuche bestimmt. Die Berechnung ergibt einen Durchmesser von 
0,12 bis 0,13 wv (s. S. 412). 

7. Der Vergleich der in verschiedenen Versuchszeiten erzielten 
Konzentrationsabnahmen macht im héchsten Grade wahrscheinlich, 
daB die angegebenen Zahlen sich sowohl bei Vakzine als Hiihnerpest 
auf den freien Erreger selbst beziehen. 
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Die mitogenetische Spektralanalyse. I. 


Von 
Nina KannegieBer. 
Mit einer Einleitung von A. Gurwitsch. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Medizin in Leningrad. Laboratorium 
fiir experimentelle Biologie.) 


(Eingegangen am 22, April 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 
Von A. Gurwitsch. | 

Die mitogenetische Spektralanalyse eréffnet ein neues umfang- 
reiches Kapitel der mitogenetischen Strahlenforschung mit ganz un- 
geahnten, kaum iibersehbaren Ausblicken. Ich halte es daher fiir 
angezeigt, der Serie der nachfolgenden Mitteilungen eine kurze Ein- 
leitung vorauszuschicken, in der ich die methodischen Grundlagen 
einer nochmaligen kritischen Sichtung unterwerfe. 

Wir arbeiten gegenwartig ausschlieBlich mit Hefemethodik, und 
ich stehe nicht an, im vollen BewuBtsein der Verantwortung zu be- 
haupten, daB sie bei nétiger Einibung, Kritik und Vorsicht vollstandig 
sichere Resultate gibt. Die Versuche meines Laboratoriums gehen 
gegenwartig in mehrere Tausende, das vollig unabhaingig arbeitende 
Laboratorium von Blacher in Moskau hat in sieben Mitteilungen mehrere 
Hunderte von Protokollen mitgeteilt. Das Materia! reicht mithin 
vollig aus, um auf statistischem Wege die Fehlerquellen und Fehler- 
grenzen zu prifen, was in einer in Vorbereitung befindlichen Mono- 
graphie geschehen wird. 

Es geniigt, wenn ich hier nur auf die Hauptpunkte hinweise, die 
die véllige Objektivitaét unserer Befunde sichern. 

1. Die Hefesprossen werden jetzt stets ,,blind‘‘ abgezahlt (be- 
zuglich der Kriterien vgl. meine Darstellung in Abderhaldens Handb. 
V, T. 2/2, 8. 1401). Eine Anzahl Praparate (in jedem Spektralversuch 
12 bis 18 Objekttriger) werden von einer zweiten Persons mit einer 
Chiffre versehen und erst daraui vom verantwortlichen Zihler in Arbeit 
genommen. Er weib, daB ihm sowohl Induktionen, wie Kontrollen 
vorliegen, er erwartet auch, da nicht alle Induktionen positiv aus- 
fallen, da die Spektren sich auf wenige Banden erstrecken. Eine be- 
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wubte oder unbewuBte Beeinflussung der Zahlung, ein ,,Erraten’ 
im Sinne des a priori zu erwartenden Ergebnisses ist dadurch vdllig 
ausgeschlossen. 

2. Es versteht sich von selbst, daB jede SchluBfolgerung auf einer 
Mehrzahl von iibereinstimmenden Versuchen begriindet wird. Es sei 
dabei hervorgehoben, daB obwohl bei statistischen Versuchen auch 
SchluBfolgerungen aus Mittelwerten statthaft waren, d.h. eine Dis- 
krepanz der einzelnen Versuche zulassig ist, wir darauf gliicklicherweise 
verzichten kénnen. Jede Kategorie unserer Versuchsergebnisse ist 
vollig einténig und eindeutig, wenngleich auch selbstverstandlich 
Schwankungen des Intensitaétsgrades des Effekts vorkommen und 
manche Versuche vollig versagen (glatte Nulleffekte ergeben). Es sei 
daher in bezug auf unser spezielles Thema — die Spektralanalyse — 
hervorgehoben, daB die Aussagen tiber jedes Spektralgebiet nicht nur 
statistisch als Mittelwerte, sondern ausnahmslos gelten, d.h. bisher in 
jedem einzelnen Versuch im gleichen Sinne ausfallen. 

Es ware natirlich widersinnig, im Falle der Anerkennung eines 
Induktionseffektes in den nachfolgenden Versuchen an etwas anderes 
als an ultraviolette Strahlen des von Spektrographen angegebenen 
Gebietes zu denken. Die an sich recht phantastische, aber mehrmals 
geauBerte Ansicht, es kénne sich um eine Art Emanation aus den 
vermuteten Strahlungsquellen handeln, bedarf hier wohl kaum einer 
ernstlichen Widerlegung. 

Der Gedanke und der erste Nachweis eines biologischen mitogeneti- 
schen Spektrums gehért G. Frank. Er hat bereits im Jahre 1929 iiber 
seine Befunde berichtet!. Positive Resultate konnten nur vom Muskel 
aus erzielt werden, Versuche mit Hefekulturen schlugen fehl. Durch 
einen einfachen Kunstgriff, der in der Mitteilung von Frl. Kanne- 
gieBer geschildert wird, und durch gré®ere Erfahrungen iiber einige 
' Besonderheiten der Hefekulturen gelang es uns nun, deutliche Spektren 
sowohl von allen bisher gepriiften biologischen Quellen als auch von 
verschiedenen Modellen zu gewinnen. Die Methodik ist einer weiteren 
Vervollkommnung fahig, speziell wenn mun iiber einen Doppelmono- 
chromator verfiigt. Wir wollen in unserer nachfolgenden Darstellung 
schrittweise vorgehen und in den ersten Mitteilungen nur die Spezifitat 
der einzelnen biologischen Spektren dartun. 


Allgemeine Methodik, glykolytische und Oxydationsspektren. 
Von Nina KannegieBer. 
Das erste mitogenetische Spektrum wurde bereits im Jahre 1929 
von G. Frank geschildert?. Als Strahlungsquelle wurde von ihm Frosch- 


1 Biol. Zentralbl. 49, 1929 u. Pfliigers Arch. 1929, 8. 223. 
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sartorius in ‘Tetanus benutzt, der vor dem Kollimatorspalt eines Quarz- 
spektrographen aufgestellt wurde. Dicht vor dem Austrittsspalt des 
Spektrographen in der Ebene der photographischen Platte wurden 
die biologischen Detektoren der mitogenetischen Strahlung — Hefe- 
agarblécke — der Hefeart Nadsonia aufgestellt, die durch das etwaige 
Spektrum induziert werden konnten. Die Lage jedes Agarblocks bzw. 
der auf denselben entfallende Spektralbereich konnte durch Vergleich 
mit einer Spektralaufnahme eines ultravioletten Spektrums mit 
geniigendem Genauigkeitsgrad bestimmt werden. 

Es gelang Frank, den Spektralbereich des Muskelspektrums in 
eindeutiger Weise zu umgrenzen: Er liegt innerhalb der Grenzen von 
2000 bis 2400 Angstrém. In den fiinf Versuchsserien, die das ganze 
ultraviolette Gebiet betrafen, konnte auferhalb dieses Bereiches in 
keinem einzigen Falle ein Ausschlag (Induktionseffekt) nachgewiesen 
werden. 

Versuche, die von Frank auch mit anderen Strahlungsquellen 
(vor allem mit Hefe) unternommen wurden, fiihrten zy keinem Resultat. 
Von einer vergleichenden Spektralanalyse muBte daher vorlaufig 
Abstand genommen werden. 

Seitdem durch Gurwitsch gezeigt wurde, daB durch Fraktionierung 
des mitogenetischen Reizes seine Wirksamkeit sehr bedeutend ge- 
steigert werden kann, wurden die Aussichten viel giinstiger. Es zeigte 
sich in der Tat, daB bei geeigneter Versuchsanordnung alle bisher 
iberhaupt im Gebrauch stehenden mitogenetischen Quellen sich 
spektral zerlegen lassen und eine Reihe durch ihren Chemismus 
eindeutig charakterisierter Typen von Spektren festgestellt werden 
kénnen. 

Methodik. 


Unsere Methodik schlieBt sich im allgemeinen derjenigen von Frank an. 


1. Die Aufstellung der Strahlungsquellen. (Abb. 1.) 

















Abb. 1. 
Kapillarkammer mit Quarzfenster. 


II = Drehscheibe mit Sektorialausschnitten. 
Ill = Kollimatorspalt. 
IV = Agarblock, mit Hefebelag. 


V Durch Glaslamellen in einzelne vertikale Streifen unterteilt 
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Handelt es sich um fliissige Strahlungsquellen (Blut, verschiedene 
Oxydationsmodelle), so steht die Wahl zwischen sogenannter Kapillar- 
kammer und Quarzkiivette frei. Die Kapillarkammer wird in der mehrmals 
von uns geschilderten Weise aus einigen parallel zusammengekitteten 
feinen Glasstében hergestellt und kann nach Siebert locker mit Glaswolle 
ausgestopft werden, was die Benutzung gréBerer Dimensionen gestattet. 
Fliissigkeiten mit relativ hoher Oberflachenspannung pflegen sich darin 
gut zu halten. 

Handelt es sich dagegen darum, waéhrend der Exposition stiirmische 
Reaktionen zu erzeugen (z. B. Zusatz von H,O, zum Blutserum usw.), 
so wird die Kapillarkammer untauglich. Wir pflegen in solchen Fallen 
selbstverfertigte kleine Glaskammern mit Fenstern aus kristallinischem 
Quarz zu benutzen. Die optischen Eigenschaften des Quarzes miissen 
stets sorgfaltig auf biologischem Wege gepriift werden. Es hat sich némlich 
vielfach gezeigt, daB spektral scheinbar einwandfreie Quarzlamellen dennoch 
soviel von den mitogenetischen Strahlen absorbieren, daB der mitogenetische 
Effekt aus biologischen, namentlich kurzwelligen Quellen ausbleibt. 


Es hat sich als zweckmaBig gezeigt, fiir Oxydationsmodelle der Kammer 
eine Trapez- oder Dreieckform zu geben, damit bei geringem Volumen der 
Fliissigkeit eine méglichst breite Kontaktflache mit Luft gesichert werde. 


Es wird im allgemeinen dafiir gesorgt, daB die ausstrahlende Flache 
der Strahlungsquelle dem Kollimatorspalt an Ausdehnung zum mindesten 
gleichkommt. Der Abstand zwischen beiden pflegt etwa 5 cm zu betragen. 
Eine weitere Herabsetzung desselben gelingt nur selten, da ja vor den 
Kollimator noch die rotierende Scheibe angebracht werden muB. 


Die Scheiben werden aus steifem Papier oder noch bequemer aus 
feinen Celluloidfilmen (wie sie fiir Réntgenfilme im Gebrauch sind) ver- 
fertigt. Auf die Anzahl] der Ausschnitte kommt es in nachweisbarer Weise 
nicht an. Wir pflegen z. B. sechs Ausschnitte zu je 30° anzubringen, was 
eine bequeme Berechnung der reinen Expositionszeit (gleich der Halfte der 
Gesamtexposition) erméglicht. Wir pflegen kleine Motoren mit nomineller 
Umdrehungszahl von 3000 pro Minute zu benutzen. Die effektive Zahl 
14Bt sich indessen entweder durch Widersténde oder durch Anbringen von 

bremsenden Fliigeln an der Achse regeln. 


Die effektive Expositionszeit mu8 fiir jede Strahlungsquelle aus- 
probiert werden. Fiir manche Strahlungsquellen hat es sich ergeben, dab 
schon eine reine Zeit von 20 Sekunden fiir den Effekt geniigt. Es sei noch 
speziell der Umstand hervorgehoben, daB bei Anwendung der Drehscheibe 
eine iberm&Bige Exposition zum Umschlag des Effektes fiihrt: es entsteht 
mit anderen Worten ein Defizit an kleinen Sprossen, das prozentual ungefahr 
dem urspriinglichen Ubergewicht gleichkommt. Diese scheinbare .,De- 
pression“ des Detektors ist jedoch, was in einer speziellen Arbeit aus unserem 
Laboratorium gezeigt werden soll, der Ausdruck einer Steigerung des 
mitogenetischen Effektes, die auf eine Beschleunigung des Sprossungs- 
vorgangs hinauslauft. Es wurden dementsprechend in unserem Labora- 
torium ein paar Falle mit rein ,,negativen’* Spektren gewonnen, wo alle 
Bereiche, die sonst stets Pluseffekte ergeben, dieses Mal ebenso groBe 
Defizite an Sprossen aufwiesen. 


Der Grenzwert der niitzlyhen Expositionszeit und sein Umschlag 
muB daher fiir jeade Strahlungsquelle empirisch festgesetzt werden. 
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2. Aujstellung des Detektors. 


Fiir unsere Versuche stand uns ein mittleres Modell eines Quarzspektro- 
graphen der Firma E. Fuess zur Verfiigung. Oberhalb des Austrittsspaltes 
ist eine Orientierungsskala der Wellenlangen fiir die Ebene der photo- 
graphischen Platte angebracht. Letztere kann auch durch eine bequem ver- 
schiebbare Vorrichtung zur Aussonderung eines beliebigen auf der Skala 
ablesbaren Spektralgebietes ersetzt werden. Durch entsprechende Ein- 
engung des Kollimatorspaltes und des eben erwaéhnten Austrittsspaltes 
kann man demnach zu einer natiirlich nur maéBigen Monochromasie des 
aufgefangenen Spektralstreifens gelangen. 


Wir konnten uns mehrere Male tiberzeugen, daB noch bei Spaltbreiten, 
die einen Bereich von nur 10A (im kurzwelligen Gebiet 1960 bis 1970) 
umfassen, sehr gute Induktionseffekte von biologischen Strahlungsquellen 
gewonnen werden kénnen. Die Gewinnung eines vollsténdigen mitogene- 
tischen Spektrums mit einer Gliederung von je 10 bis 20A liegt demnach 
vollstandig im Bereich des Erreichbaren. Es entstehen hier indessen manche 
Unzutraglichkeiten rein technischer Art, die fiir die meisten Strahlungs- 
quellen einen ganz unverhaéltnismaBigen Zeit- und Arbeitsaufwand bean- 
spruchen. Da das ganze mitogenetische Gebiet mindestens 500 A (1900 
bis rund 2400) umfaBt, miiBte es sich beim Streben nach Monochromasie 
um mindestens 50 einzelne Induktionsversuche handeln, deren Vergleich- 
barkeit jedoch sehr stark in Frage gestellt werden miiBte, und zwar aus 
zweifachem Grunde: 1. weil die meisten Strahlungsquellen in einem relativ 
steilen Dekrement in ihrer Intensitét abnehmen und daher fiir jeden Einzel- 
versuch (der etwa 5 Minuten Exposition beansprucht) frische hergestellt 
werden miissen (falls es sich z. B. um Blut oder Oxydationsmodelle handelt) ; 
2. weil wahrend der ganzen Dauer eines derartigen Serienversuchs auch die 
Hefekulturen fiir die einzelnen Spektralstreifen von ungleichem Alter 
sein werden, was prozentual die Induktionseffekte nicht unbetrachtlich 
beeinfluBt. Es mu8te daher von der Anwendung der monochromatischen 
als der eigentlichen Arbeitsmethode abgesehen werden, zumal das viel 
einfachere, aber weniger genaue Verfahren von Frank vollig befriedigende 
Resultate gab. Es sei indessen erwahnt, daB gegenwartig auch mdglichst 
streng monochromatische Versuchsserien in unserem Laboratorium im 
Gange sind, die den Zweck haben, eine Zergliederung (gewissermaBen eine 
Feinstruktur) der einzelnen summarisch bereits sichergestellten positiven 
Induktionsbezirke und dadurch eventuelle feinere Unterschiede innerhalb 
der einzelnen Spektrentypen zu erméglichen. 


Das allgemein geiibte Verfahren erméglicht eine Simultanaufnahme 
des ganzen Spektrums, indem vor dem Austrittsspalt des Spektrographen 
ein groBer, den Bereich von etwa 500A (1900 bis 2400) umfassender Hefe- 
agarblock aufgestellt wird. Die Hefeoberfliche wird zum Zusammenfallen 
mit der Ebene der photographischen Platte gebracht. 


Der groBe Agarblock wird durch eine Anzahl feiner vertikaler Glas- 
oder Celluloidlamellen in eine Anzahl etwa 3 mm breiter Streifen unterteilt 
und bei Abschlu8 des Versuchs (d. h. etwa 1'/, Stunden nach Exposition) 
von jedem derselben eine Probe entnommen. Vor Aufstellung des Hefe- 
agarblocks wird ein Streifen von ihm abgeséhnitten und in gleicher Weise 
wie der induzierte Teil unterteilt, und zwar mit der Berechinung, daB die 
aus jedem Fach entnommenen Induktionsproben und Kontrollen unmittelbar 
benachbarten Bezirken der Hefekultur entstammen. 
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Bei der Gesamtlange des Agarblocks von iiber 2 cm 148t sich nur selten 
eine volistandige Ubereinstimmung der sechs bis sieben Einzelkontrollen 
erreichen. Es kann demnach bei Bewertung der Versuchsergebnisse in 
zweifacher Weise verfahren werden: entweder wird ein Mittelwert aus allen 
Kontrollproben genommen und die einzelnen Induktionswerte auf eine 
gemeinsame Kontrolle bezogen. Oder jedes Paar Induktionsstreifen 
und die dicht benachbarte Kontrolle fiir sich verglichen. Die Erfahrung 
lehrt, daB die Ergebnisse dabei nur unbedeutend differieren, und, da es 
weniger auf die quantitative Auswertung als auf bloBen Nachweis des 
lokalen Induktionseffektes ankommt, bleibt die Wahl des Verfahrens 
ziemlich irrelevant. 

Es wurde bereits erwaéhnt, daB die einzelnen durch Glas- bzw. Celluloid- 
lamellen abgesonderten Bezirke etwa 3 bis 4mm breit sind. Wenn wir eine 
Probe zum Anstrichpréparat von jedem derselben entnehmen, so kénnen 
wir natiirlich keine naéhere Umgrenzung des effekterzeugenden Spektral- 
streifens vornehmen. Aber auch fiir den Fall, daB es sich um einen sehr 
schmalen, eng umgrenzten Streifen handeln sollte, laufen wir nicht 
Gefahr, das Material von einer unbelichteten Stelle zu entnehmen. Es hat 
sich némlich aus noch nicht veréffentlichten Versuchen' unseres Labora- 
toriums gezeigt, daB bei streng zirkumskripter Anstrahlung eines kleinen 
Bezirks eines ausgedehnten Agarblocks der Induktionseffekt sich weit 
iiber die Grenzen der direkten Belichtung in die abgeschirmten Bezirke 
erstreckt (bis auf 10 mm verfolgt). Wie schmal ein Spektralstreifen tat- 
sichlich auch sein mag, es wird sich demnach stets ergeben, da ein durch 
die Lamellen beiderseits umgrenzter Bezirk, wenn iiberhaupt, so in ganzer 
Ausdehnung mitogenetisch beeinfluBt sein wird. Es erhellt eben aus diesem 
Umstand die Notwendigkeit einer Abgrenzung der Bezirke durch isolierende 
Medien, wie Glas, Glimmer, Celluloid. Nach AbschluB des Versuchs wird 
der Hefeagarblock dicht an die Wellenlangenskala gebracht und die Um- 
grenzungen jedes Bezirks mit ausreichendem Genauigkeitsgrad markiert. 

Uber die weitere Verarbeitung der Préparate, die Abzéhlungs- 
kriterien usw. brauchen wir nichts Neues zu dem bereits mehrfach ge- 
schilderten zu ergénzen. 

Glykolytisches Spektrum. 


= Da auf Grund einer Reihe vorangehender 


Untersuchungen die Glykolyse wohl zu den 
wichtigsten Quellen mitogenetischer Strahlung 
gehért, war es von besonderem Wert, ein Spek- 
trum der Glykolyse zu gewinnen. 

Die Wahl des passenden Objekts war alier- 
dings nicht leicht. Da ein reiner Modellversuch 
der Glykolyse (wie etwa der Oxydation oder der 
peptischen Verdauung) nur schwer erreichbar 
ware, haben wir zu einer biologischen Strahlungs- 
Wl 2 2 te 2 Welle gegriffen, deren rein glykolytischer Cha- 

Abb. 2. rakter auf Grund der Gesamtheit der Umstande 
Glykolytisches Spektrum. wohl schwerlich beanstandet werden diirfte. 





' Unterdessen. im Druck erschienen: Gurwitsch, Die Naturwissen- 
schaften 19, Heft 20, S. 423—494. 
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Aus den Untersuchungen von Potozky und Zoglina, denen sich 
noch eine Reihe weiterer Erfahrungen aus unserem Laboratorium 
hinzugesellt, wissen wir, daB die Blutstrahlung vorwiegend auf Glyko- 
lyse beruht. Es ware indessen kaum gerechtfertigt, die bisher gepriifte 
Blutstrahlung als einen Fall reiner Glykolyse zu betrachten und als 
Testobjekt fiir die Feststellung des glykolytischen Spektrums zu 
wahlen. Es ist jedoch eine in unserem Laboratorium durch Karpass 
eingefuhrte Modifikation der Anwendung des Blutes verfiighar, die 
wohl jede Zweifel beheben kann. 


Durch AderlaB (am besten vom Pferd) gewonnenes Blut wird auf 
FlieBpapier aufgefangen. Nach Eintrocknen werden die Blutflecke in 
kleine Fetzen geschnitten und mit destilliertem Wasser bis zur Abgabe 
des Blutfarbstoffs aufgeweicht. DaB derart gewonnenes himolysiertes 
Blut ein guter Strahler ist, wurde bereits in einer Reihe vorangehender 
Arbeiten mitgeteilt. Nachdem es etwa | bis 1,5 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gestanden hat, hat es sein Strahlungsvermégen vollstandig 
eingebuBt. Wird nun jetzt dem Blute etwas Glykose zugesetzt (z. B. 
0,lcem 3%ige Glykoselésung auf 1ccm Blut), so tritt wieder das 
Induktionsvermégen fiir etwa 10 bis 15 Minuten auf. DaB wir es unter 
diesen Umstanden mit reiner Glykolyse als Strahlungsquelle zu tun 
haben, darf wohl als gesichert gelten, zumal Zuckerschwund nach 
Glykosezusatz auch auf analytischem Wege nachgewiesen werden 
konnte. 


Es wird demnach das aus dieser Strahlungsquelle gewonnene 
mitogenetische Spektrum von uns als ein rein glykolytisches be- 
handelt. 


Eine weitere Stiitze fiir diese Auffassung kénnen wir aus den 
gleichzeitig durchgefiihrten Spektralversuchen mit Strahlung des 
Carcinoms schépfen (vgl. die nachfolgende Arbeit von L. Gurwitsch). 
Da auch hier zum Teil die Strahlung zur Analyse herangezogen wurde, 
die erst bei Zusatz von Glykose zur herausgeschnittenen Geschwulst 
auftrat, und das Spektralbild mit dem unserigen véllig zusammenfiallt, 
dirfen wir unsere Befunde als gegenseitige Stiitze unserer Auffassung 
betrachten und dieselbe als gesichert ansehen!. 


Das mitogenetische Gebiet (zwischen 1900 und 2400 A) wurde 
in unseren Versuchen in sechs bis sieben annaihernd aquidistante 
Streifen zerlegt, deren Umfang im kurzwelligen Bereich etwa 40 bis 
60 A, im langwelligen etwa 100 A betragt. 


' Es werden idaher nur vier Versuchsprotokolle der Blutglykolyse 
mitgeteilt, die mit denjenigen der, nachfolgenden Arbeit (L. Gurwitsch) 
verglichen werden sollen. 
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Tabelle I. 


Spektrum der Blutglykolyse. 





Spektralgebiet : I II lil I\ 
1900 bis 1950 3 27 25 30 
1950 ,, 2000 40 37 18 31 
2000 ° 2060 5 9 4 2 
2060 , 2140 —3 —4 0 6 
2140 , 2210 30 25 32 36 
2220 ,, 2300 2 4 —6 — 3 


Die Induktionsresiduen halten sich in konstanter Weise in den 
Bereichen 1900 bis 2000 und etwa 2140 bis 2210 A. Der Zwischen- 
bereich (2000 bis 2160) verhielt sich in allen Fallen ohne Ausnahme 
rein negativ. 

Diese Feststellung ist von besonderem Interesse, wenn man sie 
mit Franks Schilderung des Muskelspektrums zusammenstellt. Das 
Maximum fallt hier gerade auf den Bereich, der bei Glykolyse spektral 
leer bleibt. 

Ob der groben hier geschilderten Topographie des glykolytischen 
Spektrums eine feinere Gliederung zugrunde liegt, soll in einer nach- 
folgenden Arbeit aus unserem Laboratorium mitgeteilt werden. 


Die Oxydationsspektren. 

Fir die Darstellung von Oxydationsspektren liegen uns im Gegen- 
satz zur Glykolyse zahlreiche organische und anorganische Modelle 
vor, deren mitogenetisches Strahlungsvermégen von verschiedenen 
Autoren geschildert wurde. Auch die oxydative Strahlung des Blutes, 
die von Sorin und von Potozky und Zoglina studiert wurde, muB streng 
genommen als ein Modell betrachtet werden, zumal die von den beiden 
Autorinnen geschilderte Erzeugung der Strahlung durch Zusatz von 
H,O, zum Blutserum. Diese Reaktion wurde auch von uns als erstes 
Objekt der Spektralanalyse benutzt. 

Wir haben auBerdem noch zwei Oxydationsmodelle gepriift: Das 
eine wurde bereits von Magrou auf seine mitogenetische Strahlung 
geprift; es ist die Oxydation von Glykose mit Kaliumpermanganat 
unter Zusatz von H,SO,. Das dritte Modell ist schlieBlich die bekannte 
intensive Oxydation von Pyrogallol in stark alkalischem Medium 
(Kalilauge). 

Die niitzliche Expositionszeit war in den drei Modellen sehr ver- 
schieden. Fiir das Serum + H,O, betrug sie 2,5 Minuten, fiir Glykose 
+ Permanganat 2 Minuten, fiir Pyrogallol nur 20 Sekunden. 

Der Beginn der stiirmischen Reaktionen des ersten und dritten 
Modells soll nach Méglichkeit ausgenutzt werden. Wir pflegen daher 
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folgendermaBen zu verfahren: Die Quarzkammer wird mit Blutserum 
(bzw. mit Kalilauge) gefiillt und gleichzeitig mit dem Anlassen des 
Motors ein Paar Tropfen H,O, bzw. Pyrogallollésung zugesetzt. Die 
benutzten Konzentrationen waren letzterenfalls 15%, KOH und 5°, 
Pyrogallol. Um die letztere Reaktion zu teschleunigen, wurde 
wahrend der Exposition mit einer feinen Pipette Luft eingeblasen. 


Alle drei untersuchten Modelle ergaben identische Spektren, die wir 
daher mit dem Namen der Oxydationsspektren belegen diirfen, ohne 
natiirlich im geringsten prajudizieren zu wollen, ob alle ,,Oxydationen‘ 
im weitesten Sinne des Wortes, z. B. der 
Ubergang der Ferro- in Ferriverbindungen 
ebenfalls mitogenetische Strahlen aus- . ‘ea wie \ 
senden und letztere eventuell spektral 
mit unseren Oxydationsspektren tiberein- 
stimmen. 





Eine Zusammenstellung des _ glyko- 
lytischen mit dem Oxydationsspektrum Te Lo ee 
deckt auf den ersten Blick die fundamen- { a 
talen Unterschiede der beiden Typen auf: SRE 
die betreffenden Spektralbereiche schlieBen 
sich gegenseitig vollstindig aus, da die 
Oxydationsspektren am langwelligsten sind 
und sich nur auf den Bereich von 2230 bis 2340 A erstrecken. 
Diese gewaltigen Differenzen sind es, die uns, trotz der noch so primi- 
tiven Zergliederung der mitogenetischen Strahlung, zur Begriindung 
der mitogenetischen Spektralanalyse berechtigen (vgl. auch Abb. 3). 























1900 200 200 200 2300 2 
Abb. 3. Oxydationsspektrum 


Tabelle II. 


Spektren verschiedener Oxydationsmodelle. 


I bis V Blutserum + H,O,; VI bis VIII Pyrogallol+ KOH; IX bis X 
Glykose + K Mn O,. 





Spektralgebiet : Ill IV V VI 


4 
6 
6 
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2220 2280 
2280 2340 


| 
| 


| 
So wor 


| 


WOAH AN HO 


~ 


| 


bo } “ 
© or @ bo 


| 
| 


ie 8 Rohn Ee | 


= DO —1-1 00 OF 


w 
—) 
© ro 


~ 


| 


2 Ortho ® Tm 
1c Ore DO Or 
| 


DO tO 

oho 
to 
ose 


Es braucht wohl kaum hervorgehoben zu werden, daB unsere 
spektralen Befunde absolut, typisch sind. Wir hatten naturgemaB 
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eine Reihe miBlungener Versuche zu erleben, die (namentlich bei Oxy- 
dationsmodellen) gar keine Induktion, oder nur Andeutungen derselben 
ergaben. Alle positiven Induktionseffekte blieben jedoch ausnahmslos 
konstant; mit anderen Worten, wir konnten in keinem etnzigen Fall 
eine atypische Lage eines Induktionsresiduums feststellen. 

Es sei noch zum Schlu® kurz einiger Orientierungsversuche gedacht, 
die eine Zergliederung der Spektralbefunde, d.h. eine ,,Feinstruktur* 
eines Teiles des Spektrums anstrebten. Es wurde der Bereich von 
2220 bis 2320 (Pyrogallol als Strahlungsquelle) mittels eines auf 1 mm 
verengten Kollimatorspaltes und des Monochromatorspaltes in fiinf 
Streifen zu je 20A zerlegt. Das Ergebnis war auch hier typisch 
und konstant. Dieses wichtige Problem wird indessen den Gegenstand 
einer speziellen Untersuchung bilden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Methodik der Spektralanalyse der mitogenetischen 
Strahlung geschildert. 

2. Die beiden gepriiften Strahlungsquellen — Glykolyse (des 
Blutes) einerseits und drei verschiedene Oxydationsmodelle anderer- 
seits — ergaben typische und konstante Spektren, deren Bereiche sich 
gegenseitig vollig ausschlieBen. 

3. Das glykolytische Spektrum umfaBt die Bereiche von 1900 bis 
2000 und 2120 bis 2200 A, die oxydativen Spektren erstrecken sich 
von 2230 bis 2340 A. 








Die mitogenetische Spektralanalyse. 


II. Mitteilung: 
Die mitogenetischen Spektren des Carcinoms und des Cornealepithels. 


Von 
Lydia Gurwitsch. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Medizin in Leningrad, Laboratorium 
fiir experimentelle Biologie.) 


(Eingegangen am 22. April 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In zwei vor 2 Jahren! erschienenen Arbeiten wurden .von A. und 
L.Gurwitsch und von M. Kisliak-Statkewitsch eine Reihe von Beweisen 
fiir die Doppelnatur der mitogenetischen Strahlung des Carcinoms 
angefiihrt: es wurde gezeigt, dab lebenswarme, intakte Metastasen 
des Hhrlichschen Adenocarcinoms der Maus in Ringer ohne Glykose 
als Strahler versagen, bei Glykosezusatz schon binnen weniger Minuten 
eine kraftige mitogenetische Strahlung emittieren. Es wurde daraus 
gefolgert, daB die Ausstrahlung aus intakten, natiirlichen Oberflichen 
des Carcinoms, die, wie die histologische Analyse ergab, aus kompakten 
Lagen junger, vermehrungstiichtiger Zellen bestehen, auf aerober 
Glykolyse beruht, und auf die gute Ubereinstimmung dieser Befunde 
mit den bekannten Feststellungen Warburgs hingewiesen. 

Eine Erginzung zu diesen Befunden bilden die Ermittlungen von 
Kisliak-Statkewitsch, die mit Breien aus rein nekrotischen Bezirken 
der Geschwulst induzierte, die nach Warburg keiner Glykolyse fahig 
sind, wo aber ganz offensichtige autolytische Prozesse ablaufen. Der 
positive Induktionseffekt war hier an Glykosezufuhr nicht gebunden, 
bestand auch bei Anoxybiose (Zusatz von KCN) fort. Es wurde auf 
Proteolyse als Quelle dieser Strahlung gefolgert. 


! Zeitschr. f. Krebsforsch. 29, Heft 3. 
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Die mitogenetische Spektralanalyse gibt uns nun Mittel in die 
Hand, diese mit einem nicht geringen Wahrscheinlichkeitsgrad ab- 
geleiteten Satze in ganz unverhoffter Weise zu bestatigen und einige 
Beziehungen zwischen dem Stoffwechsel der Tumoren und einer 
normalen Epithelart zu klaren, die den bisherigen Forschungsmethoden 
entgingen. 


Die in der vorangehenden Mitteilung von Frl. N. Kannegiesser 
geschilderte Methodik der mitogenetischen Spektralanalyse wurde 
auch von uns in allen Einzelheiten eingehalten. Wir haben uns im 
allgemeinen auf eine relativ grobe Zergliederung des mitogenetischen 
Spektralgebietes auf acht Streifen beschrinkt, die einen genauen Ver- 
gleich mit den Spektren der Blutglykolyse von N. Kannegiesser ge- 
statten. 


Das Carcinom wurde in verschiedener Weise spektral gepriift: 1. In 
situ. Etwa 2 cm lange, die Haut stark hervorwélbende Transplantations- 
geschwiilste wurden durch einen Scheerenschnitt durch die Haut frei- 
gelegt und ein gréBerer Bezirk sehr vorsichtig und schonend von dem 
Unterhautzellgewebe befreit. Die Blutung pflegt gering zu sein und wird 
durch Tamponade leicht zum Stillstand gebracht. Das Tier verhalt sich 
dabei ziemlich ruhig. Die freiliegende Oberflache der Geschwulst wird 
etwa 4 bis 5cm vor dem Kollimator des Spektrographen unter Da- 
zwischenschaltung einer Drehscheibe mit Sektorialausschnitten aufgestellt. 
Die reine Expositionszeit betrug stets 1 Minute. Der Induktionseffekt 
war stets kréftig und spektral konstant, die Ubereinstimmung’ mit den 
Befunden mit Blutglykose von Frl. Kannegiefer eine vollstandige. 

2. Auch das Versagen einer lebenswarm in Ringer aufgegebenen Ge- 
schwulst wurde spektral nachgepriift. Es zeigte sich dabei, daB das 
Strahlungsvermégen binnen weniger Minuten, die zur Préparation usw. 
benétigt werden, erlischt. Wird aber das Tier mit bereits herauspréparierter 
und vor dem Kollimator des Spektrographen aufgestellter Geschwulst 
durch einen Scherenschnitt dekapitiert und sofort mit der Induktion 
begonnen, so wird noch ein guter Induktionseffekt erhalten. 

Ebenso eindeutig wie die glykolytische Strahlung des Tumors in situ 
waren auch die Spektralaufnahmen der iiberlebenden Geschwulst in Ringer 
+ Glykose. 

Fiir die spektroskopische Priifung der mitogenetischen Strahlung 
nekrotischer Tumormassen wurden groBe, rein nekrotische, zum Teil be- 
reits eingeschmolzene Bezirke der groBen Geschwiilste benutzt, die sich 
leicht zum Brei verreiben lassen und unter Zusatz warmer Ringer-Lésung 
in einer Quarzkammer vor dem Kollimator aufgestellt werden. 


Das Spektralbild weicht hier von demjenigen der Glykolyse hoch- 
gradig ab und ist mit keinem der bisher bekannten Spektren zu ver- 
wechseln. Es besteht eine vollkommene Ubereinstimmung mit dem 
,peptischen“ Spektrum, welches durch Verdauung des Fibrins im 
natiirlichen Hundemagensaft gewonnen wurde. Es besteht demnach 
auch die SchluBfolgerung, die von M. Kisliak-Statkewitsch auf Grund 
ihrer Induktionsversuche gezogen wurde, zu vollem Rechte. 
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Tabelle I. 
Spektrum des Carcinoms (Induktionseffekt). 
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Spektralgebiet 


1900—1950 
1950—2010 
2010—2070 
2070—2150 
2150—2220 
2220— 2340 


A. In situ 
0 


50 
bd 
8 
1,3 
50 
0 


B. Die gleiche 
Geschwulst in 
Ringer-Glykose 


Carcinom iiberlebend in warmer Ringer-Lésung (10 bis 12 Minuten nach 
Dekapitation) und darauf in Ringer-Glykose. 





Spektralgebiet 


1900—1960 
1960—2000 
2000—2060 
2060—2140 
2140—2220 
2220—2300 


Ringer 


0 


| 
SNe Se 


=> 
oro 


Tabelie 11. 


Ringer-Glykose 
0 


Spektren aus rein nekrotischen Bezirken des Adenocarcinoms und Spektrum 
der peptischen Verdauung des Serumalbumins. 





Spektralgebiet 


1900—1960 
1960—2020 
2020—2080 
2080—2140 
2140—2210 
2210—2290 
2290—2390 
2390—2430 


Wir kénnen indessen noch einen Schritt 


Carcinom 
(Mittelwerte aus 
3 Fallen) 

0 0 


— 1,5 
38 
53 
45 

8 

2,5 
44 
42 


Peptisches 
Spektrum 


0 
0 


— 8 
50° 
80 
70 

1 
11,6 
50 
36 


weiter gehen. Da wir 


jetzt iber die Méglichkeit der Identifizierung der Eigenart einer ge- 
gebenen mitogenetischen Strahlung verfiigen, kann zur Analyse der 
grundlegenden Frage geschritten werden, ob namlich das Carcinom 
darin vine Sonderstellung einnimmt, mit anderen Worten, ob nicht 
die Eigenart des Carcinoms zum Teil wenigstens auf einer solchen 


seiner mitogenetischen Strahlung beruhe. 





428 L. Gurwitsch: 


Es drangt sich dabei aus naheliegenden Griinden ein Vergleich der 
Verhaltnisse der Zellvermehrung hier mit einer solchen verschiedener 
anderer, physiologischer, epithelialer Vermehrungsherde auf, wobei 
von besonderem Interesse das Cornealepithel erscheint, welches schon 
vor langerer Zeit von mir gemeinsam mit A. Anikin auf sein mitogeneti- 
Vermégen geprift wurde. 

Der den mitogenetischen Effekt machtig fordernde Kunstgriff 
der Fraktionierung (Intermittenz) der mitogenetischen Strahlung 
stand uns damals noch nicht zur Verfiigung. Es wurden auch leider 

















——E EO ee ee 
——"2000 2200 2400 
Abb. 1. 


Peptisches Spektrum, Carcinom. 
——— Peptische Verdauung. 





nur Augen kleiner Tiere benutzt und aus den negativen Ergebnissen 
gefolgert, daB weder das lebende Auge, noch frisch abgeschabtes Epithel 
normal gefiitterter Tiere mitogenetisch strahlen und nur solches 
von Hungertieren sich als Strahler bewahrt. 

Da das Cornealepithel letzterenfalls im Gegensatz zu Epithel 
normal ernéhrter Tiere durch seine Mitosenarmut auffallt, wurde 
sogar ein eigenartiger Gegensatz zwischen dem Strahlungsvermégen 
und dem Vermehrungsvermégen des Epithels in Erwagung gezogen 
und das Zusammentreffen beider als eine Eigenart des Carcinoms 
aufgefaBt. 

Unsere neuen Befunde machen diese Auffassung hinfallig und 
eréffnen uns gleichzeitige neue interessante Ausblicke auf die Atiologie 
der Zellvermehrung des Epithels. 

Das Cornealepithel des lebenden Kaninchenauges erweist sich 
als machtiger mitogenetischer Strahler von rein glykolytischem Typus. 
Das Tier wird in Profilstellung in etwa 6 bis 7 cm Entfernung vor dem 
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Kollimatorspalt unter Vorschaltung einer Drehscheibe mit Sektorial- 
ausschnitten gehalten. Eine Expositionszeit von 1 Minute reiner Zeit 
geniigt auch hier, um ein mit dem Carcinom voéllig abereinstimmendes 
Spektrum zu gewinnen (vgl. Abb. 2). 
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Abb. 2. 
Spektren des Carcinoms. 
a » . Kaninchenauges. 





Tabelle III. 


Spektrum vom lebenden Kaninchenauge. 





Spektralbereich Induktionseffekt in °), 


1900 bis 1940 34 2% 2 
1940 , 2000 71 43 58 
2000 , 2060 —< =e 0 
2060 , 2120 me 5,5 — 26 
2120 , 2180 46 87 : 
2180 . 2260 13 0 0 
2260 , 2440 a 2.5 

2440 , 2680 10 

2680 . 3000 4 

3000 , 3600 10 

3600 , 4000 s 


Die Sonderstellung des Cornealepithels fiir das mitogenetische 
Problem wurde von uns schon mehrmals hervorgehoben. Sie wurzelt 
in dem Umstande, daB im Gegensatz zu allen iibrigen physiologischen 
Vermehrungsherden im Kérper eine dem Organ selbst exogene 
Strahlungsquelle — das Blut — hier nicht in Betracht kommen kann. 
Die Beziehungen des Cornealepithels namentlich groBer Sauger zu 
den auf den Limbus beschrankten BlutgefaiBen sind ja in der Tat zu 
entfernter Art, um auf dieselben die Impulse zu den auch in den zentralen 
Abschnitten des Organs sehr zahlreichen Mitosen zu basieren. Der 
Nachweis, daB das Epithel ein Selbstrahler ist, war auch schon in der 
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beschrankten urspriinglichen Form fiir die Lehre von der Ubiquitat 
der mitogenetischen Strahlung bei jeder Mitose von prinzipieller Be- 
deutung, ebenso iibrigens auch der Nachweis der Carcinomstrahlung. 
Es muBte namlich in diesem letzteren Falle mit dem Umstand gerechnet 
werden, daB die Blutstrahlung bereits in den Friihstadien des Carcinoms 
versagt. 


DaB auch die Strahlung des Cornealepithels glykolytischer Her- 
kunft ist, ist in zweifacher Hinsicht von Bedeutung. Erstens, weil 
sie uns noch einen Fall von aerober Glykolyse vor Augen fihrt, 
die nach Warburgs Befunden auf die Netzhaut allein beschrankt zu 
sein schien. Zweitens, weil sie die Carcinomstrahlung ihrer Eigenart 
zum Teil wenigstens entkleidet. Es sei allerdings in diesem Zusammen- 
hang bemerkt, daB zwischen beiden Objekten immerhin bedeutende 
Intensitatsunterschiede bestehen, da der Zeitschwellenwert des Corneal- 
epithels zumindest das Vierfache desjenigen des Carcinoms betriagt. 


Nachdem die glykolytische Abstammung der Strahlung des 
Kaninchenauges im normalen Ernahrungszustande nachgewiesen wurde, 
war es naheliegend, auch die Strahlung aus dem Auge des Hungertieres 
zu priifen, die nach unseren friiheren Befunden (gemeinsam mit Anikin) 
auch beim abgeschabten Epithel persistiert. Die Parallele mit der Doppel- 
natur der Strahlung des Carcinoms, wo auch ein auffallender Gegensatz 
zwischen der Labilitét der glykolytischen Strahlung und der zahen 
Persistenz der proteolytischen bestand, legte die Vermutung nahe, es 
kénne sich auch bei der Strahlung des Hungerauges um eine solche 
proteolytischer Abstammung handeln. 


Wir waren leider in der Lage, nur ein derartiges Experiment auszu- 
fiihren, welches allerdings sehr befriedigende Resultate gab. Die Kin- 
teilung des Agarblocks in die einzelnen, willkiirlich gewahlten Bezirke 
wich leider zufalligerweise von der bisher von uns geiibten etwas ab, 
woraus sich eine leichte, aber nur scheinbare Diskrepanz zwischen den 
ibrigen proteolytischen Spektren und dem uns hier interessierenden 
erklart. 

Tabelle IV. 


Spektralzerlegung der mitogenetischen Strahlung aus der Cornea des 
Hungerkaninchens (sechster Hungertag). 











Induktions- | Induktions- 
Spektralgebiet a Spektralgebiet | = 
1900 bis 1940 ! § 2080 bis 2140 33 
1940 , 1980 46 2140 , 2210 4 
1980 ,, 2020 60 2210 , 2290 0 
2020 ,, 2080 40 2290 , 2400 33 
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Dieser Befund erscheint uns, obwohl vorlaufig nur in Einzahl, 
von prinzipiellem Interesse, da die Gewichtsabnalime des Tieres nur 
20% betrug und folglich das Kinsetzen autolytischer Prozesse im Epithel 
wohl kaum vermutet werden durfte. Wir sehen, da auch fir das 
Problem des Inanitionsstoffwechsels die itogenetische Spektral- 
analyse neue, wohl ungeahnte Méglichkeiten eréffnet. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde auf spektralanalytischem Wege gezeigt, daB die schon 
vermutete Doppelnatur der mitogenetischen Strahlung des Carcinoms 
tatsichlich auf Glykolyse und auf Proteolyse beruht. 

2. Die mitogenetische Strahlung des Cornealepithels des Kanin- 
chens ist glykolytischer Abstammung. In einem gepriiften Falle der 
Hunger-inanition erwies sich das Spektrum des Epithels dagegen vom 
proteolytischen Typus. 








Uber die Quellung der Gelatine in Kalksalzlésungen. III. 


Von 


W. v. Moraezewski und St. Grzyeki. 


(Aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie und Physiologische Chemie 
Tieraérztliche Akademie, Lwow.) 


Eingegangen am 22. April 1931. 


Bekanntlich haben manche Kalksalze eine erhéhte Léslichkeit 
bei tieferen Temperaturen und eine geringere bei héheren!. Da wir in 
den friiheren Versuchen einen Zusammenhang zwischen der Quellungs- 
fahigkeit und der Léslichkeit vermuteten, so lag es nahe, die Quellungs- 
verhaltnisse der Kalksalze einer Priifung zu unterwerfen. 

Wir wahlten zu diesem Zwecke das Chromat, das Acetat, das 
Formiat, das Butyrat und das Rhodanat und verglichen die Quell- 
barkeit der Gelatine in den genannten Salzlésungen mit der uns be- 
kannten Quellbarkeit in Lésungen anderer Salze bei 0, bei 12 bis 10 
und bei 17 bis 19°C. 


Wir benutzten dieselben Methoden, die wir in unseren friiheren Ver- 
suchen beschrieben hatten. 1g Gelatine wurde mit 50 bis 100 cem der 
Salzlésung iibergossen und fiir 24 bis 72 Stunden bei der oben genannten 
Temperatur im Eisschrank oder im Thermostaten gehalten. Die gequollene 
Gelatine. die wie iiblich in gleichgroBe, etwa 1cm messende Stiicke zer- 
schnitten war, wurde nach der Quellung abgeschieden durch AbflieBen- 
lassen der Fliissigkeit und mit einer Genauigkeit bis zur dritten Dezimale 
gewogen. 

Wir benutzten verschiedene Konzentrationen zum Teil &4quimolar, zum 
Teil auf gleichen Kalkgehalt berechnet. Die zum Vergleich benutzten 
Proben wurden neben den anderen in den gleichen Thermostaten gehalten. 

Bei allen Versuchen untersuchten wir nach der Quellung die AuBen- 
fliissigkeit und die durch Erwaérmung verfliissigte Gelatine auf ihren Kalk- 
oder Chlorgehalt, um iiber die Verteilung der lonen zwischen Gelatine und 
der Umgebung Aufschlu8 zu gewinnen. 


Es wurde zunachst das Calciumchromat mit Kaliumnitrat, welches 
bekanntlich bei hoher Temperatur eine steigende Léslichkeit besitzt, 
verglichen. 


! Lehrb. d. allgem. physik. u. theor. Chem. IB, 370, F. W. Kiister u. 
A. Thiel, Heidelberg 1913 
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Tabelle I. 


CaCrO,, 2H,O. Mol.-Gew.: 192,11; Léslichkeit: 22,2 bei 0°, 4,3 bei 100° 
KNOQOsg. ~ 101,10; * 13,3 .. O@, 247... 100 





Temperatur | Temperatur | Temperatur Spez.Gew. Spez.Gew. pq p 
5° C 12°C 18° C 


Conzentration 
Konzentrati vor nach vor nach 


KNO, 15/800 11,389 15,008 24,925 | 51,870 51,913 
CaCrO, 15300) 12,369 14,752 22488 | 52,628 52,649 
KNO, 10/300 11,540 14,590 17,988 51,382 51,456 
CaCr0, 11,248 | 13308 17,4388 51,688 51,693 


KNO; 5/300) 10,593 15,067 17,390 50,862 50,900 
CaCrO, 5/300) 11,048 14,851 17,284 51,318 51,337 


Wie aus der Zusammenstellung erhellt, ist bei tiefer Temperatur 
die Quellung in dem Chromat ausgiebiger als in dem Nitrat. 

Vergleicht man damit die Quellung bei héheren /Temperaturen, so 
sieht man, daB das leichter lésliche Nitrat eine dementsprechend gréBere 
Quellung bewirkt. Die benutzten Lésungen waren nicht aquimolar, 
denn die Chromatlésung war !/, mol., die des Nitrats 1/, mol. Es folgt 
aber aus unseren friiheren Versuchen, daB bei der Quellung die Kon- 
zentration maBgebend ist, und wir haben in unserer friiheren Arbeit 
motiviert, warum es zuweilen rationell ist, mit gleichprozentigen 
Lésungen zu arbeiten. Ubrigens wird, wenn wir die zweifach konzen- 
trierte Lésung des Chromats 10/300 mit der 5/300 des Nitrats vergleichen. 
in der oben genannten Erscheinung nichts geindert, da die Chromat- 
lésung um so deutlicher bei tiefer Temperatur iiberwiegt. 

Vergleicht man das Calciumchromat mit Kochsalz, welches eine 
gleichmaBige Léslichkeit hat, so kommt man zu anderen Ergebnissen. 


Tabelle II. 


CaCrO,. Mol.-Gew.: 192,11; Léslichkeit: 22,2 bei 0°, .4,3 bei 100°C 
NaCl. _ 58,45; - 35,7 ,, 0, 39.8 ,, 100°C 





“ : ‘ - » Spez. Ge Spez. Gew 
Konzentration a Tempe — ee Yl ee sgn raat Bs gE 
00 ( 120 ( 18° C vor nach vor nach 


NaCl 5/309 10,598 13,114 15,636 50,931 5,8 6,7 
CaCrO, 5/300 10,424 13,222 15,805 51,174 8,2 8,8 


Mit Natriumsulfat, Na,SO,,7HO. Mol.-Gew. 268,17; Léslichkeit 19,5 
bis 53,2°. 





Temperatur Temperatur Temperatur Spez.Gew. Spez.Gew. Py Pur 
oc 120 Cc Ur 


Fone ‘ 
Konzentration vor nach vor nach 


Na, S0,2,5/300 9.009 11400 14342 50,721 50,704 
CaCrO, 2,5/300) 9,861 , 11,501 14877 50,7388 50,718 
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Hier iibertrifft das leichter lésliche Kochsalz bei tiefen Tempera- 
turen das Chromat, dagegen ist die Quellung im Chromat ausgiebiger 
als beim Sulfat, besonders bei 0°. 

Vergleicht man endlich das Chromat mit Calciumchlorid, welches 
bekanntlich mit steigender Temperatur eine erhéhte Léslichkeit hat, 
so ist wiederum die Quellung in dem leichtléslichen Chlorid gréBer. 


Tabelle III. 





CaCrO,. Mol.-Gew.: 192,11; Léslichkeit: 22 bei 0°, 4,3 bei 100°C 

CaCl,,6H,O. __,, 219,08; ~ a6.7 «tO, TI ,.. MOC 
Tempe- Tempe- Tempe- Spez. Spez. 

Konzentration ee ratur ratur | Gewicht | Gewicht PH Pa 

WoC 120¢ 18°C | vor nach | ao 

0,100Ca %ig. CaCrO, 11,025 14,948 | 15,556 52,453 | 52,514 7,7 7,2 

0,100 Ca %ig. CaCl, . |) 11,721 | 15,659 | 15,856 | 52,018 | 52,293 (5,9 6,6 


0,106 Ca %ig. CaCrO, | 11,467 15,613 | 17,928 | 52,156 | 52,159 7,8) 7,8 
0,104 Ca Gig. CaCl, . | 11,745 16,159 | 18,393 51,587 | 51,600 | 6,3| 6,0 


Wenn man dagegen Kaliumchromat mit Calciumchromat vergleicht, 
so ergibt sich eine Quellung zugunsten des ersteren. 


Tabelle IV. 





CaCrO,. Mol.-Gew.: 192,11; Léslichkeit: 22,2 bei 0°, 4,3 bei 100°C 
K,CrO,. * 194,11; si a5 . ¢, 733.. WEeC 
Tempe- Tempe- Tempe- Spez. Spez. Pu PH 

Konzentration ratur ratur ratur Gewicht Gewicht 


0oC 129C 180 C vor nach | YOr mach 


CaCrO, 8,25/300 | 10,569 18,387 19,925 51,682 51,557 8 
K,Cr0, 8,25/300 | 10,660 14.007 19445 | 51,431 51,391 8, 


~I~) 


Von den organischen Kalksalzen hat das Formiat eine mit der 
Temperatur steigende Léslichkeit, dagegen Acetat und Butyrat eine 
 fallende. 

Wir vergleichen zunachst das Calciumacetat mit den anorganischen 
Salzen. 

Tabelle V. 
Ca-Acetat. Mol.-Gew.: 176,13; Léslichkeit: 43,6 bei 0°, 34,3 bei 100°C 





NaCl. = 58,45; ms ee . es a | ere’ 

KNOQOs. - 101,10; * 13,3 ,, 0°; 247,0 ,, 100°C 

Na-Acetat. is 163,07; - 26,6 ., 0°, 200 ,, 100°C 
T , Spez. Spez. 

, a Temperatur Temperatur Temperatur| ,.-?°2 wae H PH 

Konzentration 00 C 120 C 180 C Gewicht Gewicht ted a 


vor nach 


Ca-Acetat 20/300 9,784 12,010 15,908 52,008 | 51,965 | 7,7 /|7,2 
NaCl 20/300 11,462 14,254 20,248 52,772 52,666 | 7,6 6,2 
Ca-Acetat 10/300 10,523 11,650 16,245 51,244 (51,213 | 7,7 |7,4 
NaCl 10/300 =: 11,194 12,326 17,236 51,443 51,439 = 7,2 6,9 
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Es scheint in beiden Konzentrationen die Differenz bei tiefen 
Temperaturen geringer zu sein als bei héheren, was tibrigens bei jeder 
Art von Quellung zutrifft und also in diesem Falle keinen SchluB 
zulaBt. Viel deutlicher scheint hier der EinfluB des Anions zu sein, 
der bekanntlich weniger quellend wirkt und den eventuellen EinfluB 
der Léslichkeit tiberwiegt. 





Spez. Spez. 
Gewicht Gewicht PH PH 
vor nach vor nach 


z ae Temperatur Temperatur Temperatur 
Konzentration " 120 () 20 C 


Ca-Acetat 20/300 10,330 13,878 17,734 51,808 51,726 6,5 7,6 
KN Os, 20/300 =13,838 20,041 28,950 52,152 52,078 


Um so deutlicher ist der Unterschied zwischen dem Nitration und 
dem Acetation ausgesprochen, wenn auch die Differenz bei 0° nur 3,5, 
bei 18° etwa 11,2 ausmacht. 





spez. Spez. 
Gewicht Gewicht PH 


Temperatur Temperatur Temperatur 
vor nach nach 


Konzentration 00 ¢ 


Ca-Acetat 20/300 10,811 12,575 19,163 | 52,142 51,174 | 7,8 
Na-Acetat 20/300 8,920 11,110 15,619 51,990 | 51,000 8 


Ca-Acetat 6,66/300 8,195 8,558 9,925 | 50,375 | 50,387 |7,4 6,6 


7, 
7, 


Na-Acetat 6,66/300 7,879 8,300 9,597 | 50,382 50,405 7,5 6,6 


Wie aus den Quellungsverhaltnissen bei Calciumacetat zu ersehen 
ist, iibt bei dem gleichen Anion das Calciumion einen viel deutlicheren 
EinfluB aus. Zudem ist das Calciumsalz in '/, mol., das Natriumsalz 
dagegen in '/, , mol. Lésung verwendet, also in aquinormaler Lésung. 
Wollte man Aaquinormale Lésungen von Ca-Acetat und Na-Acetat 
vergleichen, so wiirde die Quellung in der Ca-Lésung um so deutlicher 
iiberwiegen. 

Bei Vergleich mit dem Kochsalz benutzten wir éine etwa 1 mol. 
Kochsalzlésung und eine !/, mol. Calciumacetatlésung. Hier diirfte 
man also erwarten, daB eine starkere Konzentration der Kalksalz- 
lésung die Differenz in dem Quellungsgrad ausgleichen wiirde. Das 
gleiche gilt fiir die Kaliumnitratlésung, wo ebenfalls eine */, mol. 
Ca-Lésung mit einer '/,,mol. Kaliumnitratlésung verglichen wird. 

Vergleicht man die Daten der Quellung in '/, mol. Lésung von 
Kochsalz und Kaliumnitrat, welche wir bei unseren friiheren Versuchen 
ermittelten, so scheint es, daB in der Tat die Quellung des Ca-Acetats 
die der leichten Metalle tiberwiegt. 

Das Ca-Acetat wurde nun mit dem Ca-Formiat verglichen. Wir 
verwendyten sowohl gleichkonzentrierte Lésungen, wie auch solche, 
die dieselbe Kalkmenge enthielten. 
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Ca-Acetat. Mol.-Gew.: 176,13; Léslichkeit: 43,6 bei 0°, 34,3 bei 100°C 





Ca-Form. re 130,09; - 16,0 ,, 0° 18,4 ,, 100°C 
Tempe- | Tempe- | Tempe- | Tempe- = Spez. Spez. j 

Konzentration | ratur ratur ratur ratur Gewicht | Gewicht | PH | PH 

0° C 8° C 12°C | 18°C vor nach | Vor jnach 


Ca-Acetat 20/1000 . 8,335 8,575 10,390 13,756 50,388 50,401 7,3 /|6,9 
Ca-Formiat 20/1000 . 8,952 9,045 | 10,728 14,255 50,616 50,614 6,9 |6,4 
Ca-Acetat 0,0126Ca 8,365 9,982 12,837 | 52,021 | 51,981  7,7|7,8 
Ca-Formiat 0,0103 Ca 10,367 12,337 18,283 52,638 | 52,562 7,8 |7,9 
Ca-Acetat 0,0126Ca | 10,711 14,213 | 22,189 51,752 | 51,731 7,1 7,8 
Ca-Formiat 0,0126 Ca 10,164 15,648 | 23,189 51,252 | 51,240 7,1 7,8 
Ca-Acetat 0,0045Ca ) 8,027 9,860 | 13,148 50,388 | 50,354 | 6,9 6,9 
Ca-Formiat 0,0045 Ca 8,206 10,205 | 14,259 50,398 50,421 6,9 6,5 


In allen Fallen tibertrifft das Quellungsvermégen des Formiats 
das des Acetats. Nur in einem Falle bei starkerer Konzentration war die 
Quellung in Acetat bei 0° C 10,711, wahrend sie in Formiatlésung bei 
derselben Temperatur nur 10,164 betrug. 


Vergleicht man aquimolare Lésungen der beiden Salze, so ist der 
EinfluB des Formiats trotz seiner entsprechend geringeren Konzen- 
tration gréBes als der des Acetats, wenn auch das Formiat bei allen 
Temperaturen schwerer léslich ist. Es scheint also der Einflu8 der 
Léslichkeit, der GréBe des Molekiils oder dessen Beweglichkeit 
beschrankt zu sein. 





. | Spez. Spez. 
Konzentration Temperatar 7 ea y-1paad Temperatur | Gewicht Gewicht PH | PH 
0° ¢ 12° ¢ 18° C vor nach vor nach 


176 g Ca-Acetat 11,343 | 13,815 23,366 52,073 | 52,046 7,9 
130g Ca-Formiat 12,129 | 14,967 27,222 52,143 | 52,102 7,3 


1 @ 
o_ 


Wenn wir das Calciumbutyrat in gleichprozentiger Lésung mit 
dem Formiat vergleichen, so ergibt sich ein gréBerer EinfluB des 
Formiats bei tieferen Temperaturen und ein solcher des Butyrats bei 
héheren Temperaturen trotz der besseren Léslichkeit bei tiefen Tempe- 
raturen. 


Bei gleichem Kalkgehalt der beiden Salze ist die Wirkung des 
Butyrats gréBer bei tieferen und héheren Temperaturen. 


Vergleicht man das Butyrat mit Calciumchlorid von gleichem 
Kalkgehalt, so ist die Quellung tiberall in Calciumchlorid starker, aber 
die Unterschiede bei héheren Temperaturen sind hier bedeutend 
schwacher. 
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Ca-Form. Mol.-Gew.: 130,09; Léslichkeit: 16,0 bei 0°, 18,4 bei 100° ¢ 
Ca-Butyr. 6 214,0 ; “ 20,3 ,, 0°, 15,8 ,, 100°C 
CaCl,, 6H,O. - 219,88; - 165,7 ., 0°, 714,1 ,, 100% 
Tempe- Tempe- Te - Spez. Spez. 

Konzentration bes se ar Gericht Gewicht PH Pu 
oc =| 120¢ 189 vor nach vor | nach 

Ca-Formiat 7,5% 11,230 15,577 23,565 52,919 52.886 7,0 7,4 
Ca-Butyrat 7,5% 10,468 15,068 24,020 52,839 52.780 62 66 
Ca-Formiat 3,5 ° 11,155 15,792 26,728 51,387 51,423 7,2 8,5 
Ca-Butyrat 3,5° 10,773 15,368 27,241 51,016 50,911 6,6) 7,0 
Formiat Ca 0,100 10,318 14,662 22,901 52,426 §2,875 | 7,1/ 7,9 
Butyrat Ca 0,100 10,348 14,040 26,147 52,339 52,280 7,2) 7,1 
Butyrat Ca 0,23 9,774 13,094 | 15,453 52,913 52,860 5,8 5,8 
CaCl, Ca 0,23 11,928 15,995 | 20,885 52,923 52,8388 5,8 56 
Butyrat Ca 0,115 8,841 11,457 14,438 51,605 51,666 6.0 59 
CaCl, Ca 0,115 9,332 12,576 | 15,667 51,635/) 51,685 (59 5,7 


Es ist also hier gerade umgekehrt die Quellung bei héheren Tem- 
peraturen gréBer beim Butyrat als beim Formiat, was deutlich darauf 
hinweist, daB neben der Léslichkeit auch andere Faktoren mit in 
Frage kommen. Die Zunahme des Quellungsvermégens beim Butyrat 
mit der Temperatur ist auch bei dem Vergleich der Quellung mit 
dem Chlorcalcium zu sehen, denn der Unterschied zwischen der 
Quellung pflegt sich bei héherer Temperatur meistens viel deut- 
licher zu auBern; hier dagegen ist der Unterschied bei 18°C etwa 1 g, 
bei 0° C etwa 0,5 g, wahrend er sonst um mehrere Gramm zu wachsen 
pflegt. 

Ahnliche Abnormitaten stellten wir bei Versuchen mit organischen 
Sauren fest, wo ebenfalls die héheren Fettséuren eine verhaltnismaBig 
groBere Quellbarkeit bewirkten. 

Im Vergleich mit Formiat ist das Molekulargewicht des Butyrats 
fast doppelt so groB, und wenn man &quimolare Mengen des Salzes auflésen 
wirde, so miBte natiirlich die Quellung in Butyratlésung um so gréBer 
werden. Im Vergleich mit Chlorcalcium ist das buttersaure Calcium viel 
schwerer, und man kénnte erwarten, da bei aquimolaren Mengen die 
Quellung in Butyrat der in Chlorid niher kommen wiirde. 

Bei der uns hier interessierenden Frage kommt dieses weniger in 
Betracht, denn es scheint aus allen angefiihrten Versuchen zu folgen, 
daB diejenigen Salze, welche bei tieferen Temperaturen eine verhaltnis- 
maBig gréBere Léslichkeit besitzen, auch eine ausgiebigere Quellung 
bewirken (das Acetat) oder zumindest eine Quellung, welche die bbi 
héheren Temperaturen iibertrifft. Es hat unter anderen D. J. Lloyd 
u. W. B. Pleass gezeigt!, daB die Quellung eine exponentiale Funktion 


‘1 D. J. Lloyd u. W. B. Pleass, Biochem. Journ. 21, 1352, 1927; 22, 
1007, 1928. ; 
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der Temperatur sei. Dieses ergibt sich auch aus meinen Versuchen. 
Verfolgt man nun den Zuwachs der Quellung bei Butyrat, so sieht 
man eine deutliche Abschwachung der Kurve. 


Die folgende Zusammenstellung gibt tiber die normalen Verhalt- 
nisse der leichtléslichen Salze Auskunft, sowohl was die Beziehung 
zwischen Konzentration, wie zwischen Temperatur und Quellung 
angeht. 





Temperatur Temperatur Temperatur 
Gal Bee ws 9,863 12,638 17,837 
GsGi, B0ee we ss 9,364 11,654 16,420 
CaCl 5500...... 8,173 11,388 14,800 
ee ES. > es ee 7,738 9,527 13,704 
Ca (SCN), 10/590... . 9,138 12,233 20,070 
Ca(SCN), 5/500'.... 8,480 11,275 16,888 
Ca(SCN), 1500.... 8,330 9,891 14,512 





Temperatur Temperatur Temperatur Temperatur Spez. 
Cc g0 C 12 0¢ 189 C Gewicht | PH 


CaCl, 20/1000 . . 8,992 9,450 11,333 16,613 | 50,831 | 5,9 
Ca (SCN), 20/1000 10,313 11,435 14,247 24,394 50,800 58 
NH,Cl 20/1000 . . 8,186 8,362 9,673 15,227 | 50,202 | 5,8 
NH,SCN 20/1000 . 9,173 9,555 11,150 19,527 | 50,135 5,9 


Tragt man die Daten auf Millimeterpapier auf, so ergibt sich fiir die 
Quellung und die Konzentration eine Gerade. Macht man dasselbe fiir die 
Quellung und Temperatur, so ergibt sich eine Exponentialkurve, welche 
bei den organischen Kalksalzen insofern abweicht, als der zweite Teil der 
Kurve steiler verlauft, wie aus den Tabellen zu sehen ist und wie wir es 
bereits hervorgehoben haben. Die Unterschiede zwischen 12 und 18° C 
sind bei Butyrat und Acetat gréBer als die zwischen 0 und 12°C. 


Bei Vergleich des Lactats mit dem Chlorid finden wir ahnliche 
Verhaltnisse. 


Ca-Lact. Mol.-Gew.: 160; Léslichkeit: 10g bei 0°, 





CaCl,. ai 111; rm 165¢ ., 0°, 714g bei 100°C 
: ~~ ll-rempe- | Tempe-| Tempe- | Tempe- | Spez. | Spez. 
‘ Konzentration ner ng bows | morn ig aie Gewicht gen icht a La§ 
0c R90 12°C 189 C vor nach , 
Ca-Lactat 0,084 Ca 8,889 9,596 10,980 | 14,622 | 51,300 51,465 7,8 7,6 
CaCl, 0,084 Ca 10,421 10,739 13,730 | 17,534 | 51,811 | 51,310 5,8 6,2 
Ca-Lactat 0,080 Ca 8,751 8,863 | 10,260 13,727 51,454 51,436 7,0 6,7 
CaCl, 0,0800 Ca 9,517 9,964 12,173 | 14,556 51,268 51,206 5,6; 58 
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Das Chlorid bewirkt starkere Quellung, und diese steigt normal mit 
der Temperatur, wie aus der Zusammenstellung hervorgeht, wobei die 
Unterschiede bei héheren Temperaturen entsprechend gréBer werden. 

Wir haben bis jetzt die Kalksalze teils bei gleichem Kalkgehalt, 
teils bei gleicher Konzentration verglichen und die Quellung bei tieferen 


Temperaturen von der Léslichkeit abhangig gefunden. 

Stellt man die hier untersuchten Salze in gleicher molekularer Konzen- 
tration zusammen, so erscheint das oben Gesagte noch deutlicher. Wir 
haben in der nun folgenden Tabelle auch die physikalischen Eigenschaften 
beriicksichtigt. 


Aquimolekulare n/2 Kalksalzlésungen. 





Tempe- Tempe- 


Gals Spez. 7 TT. © : Léslich- a ton ee 

Salz Gewicht Pu G. P. rr. Z. Vis keit — — 
CaCl, . . . | 56,4772) 55 |—0,27| 92,5 59,10 | |165 8,415, 15,466 
Ca(SCN), . 56,5040; 5,7 _—0,28 91 60,35 200 ©8,865 16,871 
CaCrO, . . 56,5869 6,7 —0,13 95 60,63 22 8,569 15,380 
Ca-Formiat. 56,4957) 6,6 —0,27 > 90 60,11 16 $8,170 | 14,466 
Ca-Lactat . 56,5398! 66 —0,23 95 60,52 10 8,370 | 14,871 
Ca-Acetat . 56,4737 7,0 —0,28 96 60,10 43 9,180 | 14,040 
Ca-Butyrat. 56.4743 59 —0,27 94 60,19 20 = 8,582 | 14,367 

G. P. = Gefrierpunkt, Tr. Z. Tropfenzahl, Vis. = Viskositit. 


Man sieht, daB die Quellung derjenigen Kalksalze, welche bei 
tieferen Temperaturen eine gréBere Léslichkeit besitzen, entsprechend 
bei tiefen Temperaturen gréBer ist. So quillt die Gelatine im Calcium- 
chromat bei 0°G ganz bedeutend besser als bei 18°C, wahrend um- 
gekehrt der EinfluB des Calciumchlorids bei 18°C gréBer ist. 

Ebenso bewirkt von den organischen Salzen das Acetat bei 0° C 
starkste Quellung, wahrend es bei 18°C am schlechtesten wirkt. 
Das Butyrat, welches ebenfalls bei 0°C leichter léslich ist als bei 
18°C, zeigt dieselbe Erscheinung, namlich eine schlechtere Quellung 
bei 18 als bei 0°C. 

Einen Zusammenhang zwischen physikalischen Eigenschaften, wie 
Tropfenzahl (Tr. Z.) oder Viskositét, kénnen wir nicht finden. In den 
Lésungen der organischen Salze ist zwar die Tropfenzahl bei Acetat 
am gr6éBten, bei Formiat am _ geringsten, gerade umgekehrt dem 
Quellungsvermégen bei 18° C und proportional dem Quellungsvermégen 
bei 0° C, aber bei den anorganischen Salzen, die wir oft in dieser Hinsicht 
untersucht haben, findet man keinen richtigen Zusammenhang. So 
ist hier das Chromat mit 95 Tropfen das schlechter quellende, das 
Rhodanat mit 91 Tropfen das bestquellende. Auch die Viskositat (Vis.), 
welche bei Chromat am gréBten gefunden, stimmt zwar in diesem Falle 
mit der schlechteren Quellung, ist aber bei anderen Salzen kaum mit 
der Quellung in Zusammenhang zu bringen, wie auch unsere friiheren 
diesbeziiglichen Versuche erwiesen haben. 

Biochemische Zeit schrift Band 236. 29 
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Wir dirfen also als Resultat unserer Versuche den SchluB ziehen, 
daB die Quellung von verschiedenen von uns bisher untersuchten 
Bedingungen abhangt: 

1. Von der Léslichkeit der Salze. 

2. Von dem spezifischen Gewicht der betreffenden Salzlésung, 
indem die leichtere Lésung ein gréBeres Quellungsvermégen zeigt. 
Diese Eigenschaften der Salzlésungen decken sich mit den bekannten 
Regeln, wonach die Rhodanate am besten, die Sulfate am schlechtesten 
quellen. Dagegen ist fiir zweiwertige lonen diese Regel insofern zu er- 
weitern, als die Lésungen von zweiwertigen Metallen meistens schwerer 
als die entsprechenden einwertigen sind. Vergleicht man die spezifischen 
Gewichte der verschiedenen Anionen, so gilt fiir diese dieselbe Regel, 
indem das leichtere Salz in der Reihe auch das bestquellende ist. Fiir 
organische Anionen gilt die Regel nicht, denn das am starksten quellende 
Formiat ist zugleich das schwerere und wird von dem Lactat noch 
iibertroffen, welches in wasseriger Lésung ein noch héheres spezifisches 
Gewicht aufweist. 

Eine weitere Frage war die Verteilung der Salze zwischen Gelatine 
und AuBenfliissigkeit. Wir wahlten dazu die Kalksalze, da eine quanti- 
tative Bestimmung verhaltnismaBig leicht und genau ist. Wir fallten 
die Kalksalze mit Ammoniumoxalat in der AuBenfliissigkeit und 
andererseits in der Gelatine, die durch Erwarmen auf dem Wasserbad 
in fliissigen Zustand gebracht wurde. Dieses Verfahren benutzten wir 
auch in den friiheren Versuchen und bestimmten das Chlor in der 
verfliissigten Gelatine einerseits und in der Fliissigkeit andererseits. 
Dabei ergab sich meistens eine kleine Differenz zugunsten der Gelatine. 

Als wir nun dieselben Versuche mit Kalksalzen durchfiihrten, 
ergab sich folgendes. Bei héheren Konzentrationen zeigte meistens die 
AuBenfliissigkeit einen geringen Mehrgehalt an Kalksalzen. Eine Aus- 
nahme machte das Rhodanat, welches in der Gelatine mehr Ca enthielt 
als in der AuBenfliissigkeit. 

Diese Eigenschaft, besser zu diffundieren, scheint allen Rhodanaten 
eigen zu sein; als wir namlich — um dariiber Auskunft zu bekommen — 
das Chlorammonium mit dem Rhodanammonium verglichen und sowohl! 
das Kation wie das Anion in Gelatine und Fliissigkeit bestimmten, 
ergab sich bei Chlorammonium : 


AuBenfliissigkeit . . . 17,8eem HCl 7,5cem AgNO, 
Gee... . +4 BS» Be 18 4. Ago, 


bei Rhodanammonium: 


AuBenfliissigkeit . .4. 13,0cem HCl 5,2 cem AgNO, 
Goldie ...:.. . » He, BO 64: , AgNO, 


. y . . . . 
also ein Uberwiegen des Rhodanions in der Gelatine. 
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Bei den Kalksalzen fanden wir: 


AuBenfliissigkeit 108, 107, 106, 56, 54, 40,5, 40,7, 41,5 ccm CaCl, 


Gelatine ... 102, 104, 105, 54, 52,5, 39,7, 40,5, 41,5 ,, CaCl, 
AuBenflissigkeit: 40,7, 40,7cem CaCl, bei 0°C; 36,5, 36,6cem bei 17°C 
Gelatine: 40,5, 40,6cem CaCl, ,, 0°C; 36,8, 35,8 ~ aero 


Also bei starkeren Konzentrationen dringen die Kalkionen weniger 
in die Gelatine ein als bei verdiinnten Lésungen. Weiterhin ergeben die 
Zahlen ein besseres Eindringen bei héheren Temperaturen als bei 0° C. 

Die anderen Kalksalze ergaben ahnliche Verhaltnisse : 


AuBenfliissigk.: 50,8cem CaCrO,, 42,0cem Ca-Lact., 31,0, 22,5cem Ca-Form. 


Gelatine : 48,5 ,, CaCrO,, 41,0 ,, Ca-Lact., 29,2, 21,9 ,, Ca-Form. 
AuBenflissigkeit: 113,0, 118,0, 116,0, 58,0 cem Ca-Butyr. 
Gelatine : 111,0, 108,0, 105,0, 52,0 ,,  Ca-Butyr. 
AuBenfliissigkeit: 22,5, 22.5, 20,5cem Ca-Acet. 
Gelatine : 20,5, 21,9, 18,4 ,, Ca-Acet. 


Beinahe ohne Ausnahme zeigen die hier angefiihrten Zahlen ein 
Uberwiegen des Kalkgehalts in der AuBenfliissigkeit. Die héhere 
Temperatur scheint diese Verteilung auszugleichen, aber bringt es nicht 
bis zum Uberwiegen der absorbierten Menge. 

Verfolgt man dasselbe bei Rhodancalcium, so ergibt sich: 
AuBenflissigkeit : 38,8 cem Ca( SCN), bei 0° C, 36,0 cem Ca( SCN), bei 18° C 


Gelatine : 40,3 ,, Ca(SCN), ,, 0°C,37,7 ,, Ca(SCN), ,, 18°C 
AuBenfliissigkeit: 18,0 ., Ca(SCN), ., 0°C,18,0 ,, Ca(SCN), ,, 18°C 
Gelatine : 20,0 ,, Ca(SCN),., 0°C,19,3 ., Ca(SCN), ,, 18°C 


Als wir verdiinntere, n/2 Lésungen in dieser Richtung untersuchten, 
ergab sich bei allen Kalksalzen sowohl mit organischen, wie mit an- 
organischen Anionen ein hoher Calciumgehalt in der Gelatine. 





0° C 18° C 


PH Aubenfliissigkeit Gelatine Aufenfliissigkeit Gelatine 
er 5,6 10,1 11,7 10,3 11,0 
Ca(SCN),.. . 5,8 10,7 12,0 11,2 12,2 
2 ae 6,7 9.2 11,1 10,0 11,3 
Ca-Formiat . . 6.6 11,2 11,3 11,4 12.5 
Ca-Acetat ... 7,0 11,2 11,5 10,8 10,6 
Ca-Butyrat . . 5,9 11,2 12,5 11,0 11,3 
Ca-Lactat .. . 6,7 11.5 13.3 10,8 11,6 


Diese Erscheinung kénnte auf die Verdiinnung zuriickgefiihrt 
werden und steht vielleicht mit der in Zusammenhang, welche wir bei 
dem so leicht léslichen Calciumrhodanat gesehen haben. 


E. J. Bigwood' gibt an, daB die Verteilung der Anionen und Kationen 
von der Keaktion des Mediums abhéngt und dem Donnan -Gesetz folgt. 
1 C. 


r. d. la Soc. Biol. 102, 324. 
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Wir haben &hnliche Versuche mit unseren Kalksalzen angestellt und finden 
eine Bestétigung besonders fiir organische Verbindungen. Es kann diese 
Erscheinung auch darin ihre Erklérung finden, daB8 unterhalb des iso- 
elektrischen Punktes die Gelatine basische Ionen hat, die die sauren Ionen 
festhalten, oberhalb des isoelektrischen Punktes dagegen (bei diesem 
px 5,6 bis 7,0 waren die meisten unserer Versuche ausgefiihrt) hat die 
Gelatine saure Ionen und bildet mit Basen Verbindungen. Die folgende 
Tabelle gibt eine gute Ubersicht dariiber. 





Auben- 

ws } ine ssigkei Gelatine- 
~— PH ( moog flii = it aowiche 
0 44 CaCl, 11,3 10,3 9,364 
8.8 10,5 9,0 9,490 

18 4,4 10,8 10,5 15,148 
8,8 10,0 9,2 14,095 

0 4.4 CaCrO, _ 8,5 4,747 
8,8 11,6 9,0 9,497 

18 4,4 — 8.9 5,469 
8,8 10,6 10.0 16,801 

0 44 Ca-Formiat 10,5 11,3 8,496 
8,8 13,2 10,1 8,755 

18 44 9,6 10,8 16,098 
8,8 13,6 10,1 17,027 

0 44 Ca-Acetat 8,9 11,2 7,836 
8.8 10,9 9,9 8,077 

18 4.4 9,2 10 16,555 
8.8 11,0 10,7 13,638 

0 44 Ca-Butyrat 10,0 10,3 8,635 
8.8 10,7 8,5 8,757 

18 44 9,0 10,5 16,995 
8.8 10,5 9,7 17,638 

0 44 Ca-Lactat 9,2 10,2 8,219 
8.8 11,7 11,3 8,564 

18 44 10,8 10,6 13,831 
8.8 11,6 11,1 16,870 


Fast ausnahmslos finden wir bei alkalischer Reaktion mehr Calcium 
in der Gelatine und weniger in der AuBenfliissigkeit, dagegen bei saurer 
Reaktion ist die AuBenfliissigkeit reicher an Calcium als die Gelatine. 
Wenn wir dieses bei Calciumchlorid nicht bestatigt haben, so liegt es 
vielleicht daran, da&B wir ohne Pufferung arbeiteten. 

Auch die Quellung ist meist bei alkalischer Reaktion ausgiebiger 
als bei saurer, besonders deutlich hemmt die saure Reaktion die 
Quellung in Chromsalzen. 


Ergebnisse. 


Von der Voraussetzung ausgehend, daB die Quellung der Gelatine 
mit der Léslichkeit der quellenden Salze in Zusammenhang stehe, 
wurden die Calciumsalze, welche eine gréBere Léslichkeit bei tieferen 
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Temperaturen besitzen, auf ihr Quellvermégen bei verschiedenen 
Temperaturen geprift. Calciumbutyrat, Calciumacetat und Calcium- 
chromat wurden mit Calciumformiat, Calciumlactat: und Calcium. 
rhodanat und Calciumchlorid verglichen. 

Es ergab sich, besonders bei starkeren Konzentrationen, eine bessere 
Quellung bei tiefen Temperaturen als bei héheren, besonders war diese 
Erscheinung bei der Verfolgung des Verlaufs der Quellungskurven 
deutlich, welche bekanntlich steiler bei héheren Temperaturen ver- 
laufen. Die Unterschiede zwischen 0 und 12° C fallen bei den betreffenden 
Salzen kleiner aus als bei denjenigen, deren Léslichkeit mit der Tem- 
peratur stetig wachst. 

In der verfliissigten Gelatine wurde der Calciumgehalt bestimmt 
und mit dem Calciumgehalt der AuBenfliissigkeit verglichen. Es ergab 
sich, daB bei Rhodanat — vielleicht wegen seiner groBen Léslichkeit - 
die Gelatine unbedeutend, aber regelmaBig mehr Calcium enthalt. Bei 
héheren Konzentrationen zeigen die meisten Calciumsalze — organische 
oder anorganische — meistens ein Uberwiegen des Calciums in der 
Aubenfliissigkeit. Bei gréBerer Verdiinnung dagegen findet man regel- 
maéBig mehr Calcium in der Gelatine als in der AuBenfliissigkeit. 

Die Verteilung der Ionen zwischen Auf enfliissigkeit und Gelatine 
ist nicht nur von der Verdiinnung, sondern auch — im gréBeren MaBe 
von der Reaktion des Mediums abhangig, indem unterhalb des iso- 
elektrischen Punktes die Gelatine mehr Anionen, oberhalb des iso- 
elektrischen Punktes dagegen mehr Kationen bindet (Bigwood). 














Untersuchungen iiber die Vergiftung von Froschmuskelextrakt 
mit Monojodacetat. 


Von 
K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
Medizinische Forschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 24. April 1931.) 


In einer friheren Mitteilung' war gezeigt worden, daB bei det 
Phosphorylierung von Glykogen durch Froschmuskelbrei in Gegen- 
wart von Fluorid zur Hauptsache ein in heiBen Mineralsiuren schwer 
hydrolysierbarer Ester entsteht, der mit den bisher bekannten Hexose- 
phosphorséureestern nicht identisch ist. Zu kohlenhydratarmen 
Fermentpraparaten (Muskelextrakt) zugesetzte Harden- Youngsche 
Hexosediphosphorsdure wird ferner mit Fluorid in einen schwer hydro- 
lysierbaren Ester umgewandelt, ebenso der Neuberg-, Robison- und 
Embden-Ester unter Aufnahme von | Mol anorganischem Phosphat. 

Nach den Untersuchungen Lundsgaards? iiber die Aufhebung 
der Milchséurebildung in mit Monojodacetat vergifteten Muskeln 
erfolgt zeitlich getrennt von der Muskelkontraktion eine sehr betracht- 
liche Veresterung zu Kohlenhydratphosphorsaureestern. Aus den auf- 
genommenen Hydrolysekurven der eiweiBfreien Muskelausziige ging 
schon hervor, daB mindestens zwei Ester gebildet waren, und zwar 
ein leichter und ein schwerer hydrolysierbarer Ester. Fiir den leichter 
hydrolysierbaren Ester konnte auf Grund des Kurvenverlaufs mit 
Wahrscheinlichkeit das Vorliegen als Harden-Young-Ester voraus- 
gesagt werden, fiir den schwerer hydrolysierbaren Ester war eine 
sichere Entscheidung, ob der schwer hydrolysierbare Embden-Ester 
oder der in Gegenwart von Fluorid entstehende Ester vorliegt, nur 
nach der Isolierung der Verbindung méglich. Die Analyse der bei der 
Monojodacetatstarre entstehenden Phosphorsaureester hat nun ergeben, 


1 
1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930. 
2 E. Lundsgaard, ebendaselbst 227, 51, 1930. 
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daB hier der Harden- Youngsche Hexosediphosphorséureester und ein 
Aldohexosemonophosphorsaureester nach Art des Embden-Esters ge- 
bildet werden. 

Die Untersuchung der Fermentprozesse in Muskelextrakt in 
Gegenwart von Monojodacetat ergab ferner, dab der Mechanismus 
der Monojodacetatvergiftung véllig von dem der Fluoridvergiftung 
verschieden ist. Dies zeigt sich besonders deutlich darin, da die Mono- 
jodacetatvergiftung eine Zeitreaktion ist, wahrend die Vergiftung mit 
Fluorid praktisch augenblicklich erfolgt. Schon Lundsgaard' hatte 
gefunden, daB die Zuckervergarung in mit geeigneten Konzentrationen 
von Monojodacetat vergifteten Hefemazerationssaéften nach 2 Stunden 
ganz zum Stillstand gekommen war. Dieser Effekt wurde jetzt bei Muskel- 
extrakt in der Weise nachgewiesen, daB ein Teil des Extrakts sofort 
mit Monojodacetat und Glykogen versetzt und die Spaltung nach 
60 Minuten langer Inkubation bei 20° abgebrochen wurde, ein anderer 
Teil zunachst mit Monojodacetat allein 60 Minuten stehen blieb und 
dann nach Zusatz von Glykogen weitere 60 Minuten inkubiert wurde. 
Bei etwa n/5000 bis n/10000 Monojodacetat wird im ersten Falle die 
Milchsaurebildung nicht oder nur wenig gehemmt, im zweiten Falle 
zumeist vollstandig. Es handelt sich hierbei um eine Einwirkung auf 
das milchsdéurebildende Fermentsystem selbst, nicht um eine solche 
auf das Koferment. Athylurethan vermag die Vergiftung durch Mono- 
jodacetat teilweise aufzuheben. Betreffs der Phosphorylierung wurde 
gefunden, daB Monojodacetat in Muskelextrakt und Muskelbrei viel 
weniger veresternd wirkt als Fluorid und daB zugesetzter Harden- 
Young-Ester nur in sehr geringem Grade in einen schwer hydrolysier- 
baren Ester umgewandelt wird. In véllig vergifteten Extrakten wird 
aus Hexosediphosphat kein Phosphat abgespalten, dagegen findet 
eine Veresterung von Glykogen statt, wenn auch schwacher als in nicht 
vergifteten Extrakten. Im allgemeinen wird die Milchsaéurebildung 
aus Hexosediphosphat erst bei hGheren Konzentrationen von Monojod- 
acetat gehemmt als die aus Glykogen. Erheblich geringer hemmbar 
erwies sich die Umwandlung von synthetischem Methylglyoxal in 
Milchsaure. 

Experimenteller Teil. 
1. Isolierung der Phosphorsdureester?. 


Nicht entnervten Esculenten wurde pro 50 g Lebendgewicht 2,0 ccm 
n/20 Monojodacetat in den Riickenlymphsack eingespritzt. Infolge der 
spontanen Zuckungen waren die Tiere nach etwa 2 Stunden starr geworden. 
Die Muskulatur (370 g) wurde zweimal mit 10- und 4° ,iger Trichloressig- 


1 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 220, 1, 1930. 
2 Vel. K. Lohmann, ebendaselbst 194, 306, 1928. 
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séure extrahiert und der zentrifugierte und filtrierte Extrakt (1030 cem) 
mit NaOH neutralisiert und mit 20 ccm kalt geséttigter Hg-Acetatlésung 
gefallt. Nach Abzentrifugieren des Niederschlags, der hauptséchlich Inosin- 
séure neben anorganischem Phosphat enthaélt, wird die Lésung entqueck- 
silbert, durchliiftet, neutralisiert, mit Ba-Acetat versetzt und auf 15°, 
Alkohol gebracht. Die Fallung, die vorwiegend aus Harden-Youngschem 
Hexosediphosphat besteht, wird mit Magnesiamixtur vom anorganischen 
Phosphat befreit und durch weitere Umfallungen gereinigt. Aus der Lésung 
werden die leichter léslichen Phosphorséureester durch weiteren Zusatz 
von Alkohol volisténdig ausgefaéllt, mit Wasser in Lésung gebracht und in 
dieser Lésung die Entfernung N-haltiger Verunreinigungen durch Fallung 
mit Hg-Acetat oder noch besser mit Hg-Nitrat wiederholt ; das abgeschiedene 
mit Alkohol entwésserte und im CaCl,-Exsikkator getrocknete Ba-Salz 
wird mit 5- bis 10° ,igem Alkohol extrahiert, diese Reinigung mehrmals 
wiederholt, bis ein N-freies und in Wasser spielend leicht lésliches Praéparat 
erhalten wird, das sich als eine Aldohexosemonophosphorséure (Embden- 
Ester) erweist. 
Analytische Belege’. 


Harden-Y oungsche Hexosediphosphorsdure. 


5,307 mg = 1,335 mg H,O und 2,02 mg CQg,, 

5,319 ,. = 1,27 , H,O und 1,99 ,, CQ,, 

5,439 ,, = 3,442 ,, BaSO,, 

5,439 ,, = 32,89 ,, Ammoniumphosphormolybdat. 


Berechnet fiir C,H,),0,.P,Ba,.5H,O: 
10,28% C, 2,59% H, 8,86% P, 39,20% Ba; 
gefunden: 
I: 10,38% C, 2,81% H, 8,78% P, 37,24% Ba, 
II: 10,21% C, 2,67% H. 
Optische Drehung (freie Séure): 
c= 0,58%, 1! = 200mm, t = 18%, 
a = + 0,06° (+ 0,02%), [x]p = + 5° 


Hydrolyse in n HCl bei 100°. 


0 Minuten Hydrolysezeit: 0,004 mg P,O, (anorganisches Phosphat) 


7 oe o 0,071 ,, P.O; = 32,1°, gespalten 
30 . - 0,137 ,, P,O,=61,9% __,, 

90 . i 0,182 ,, P,O, = 82,4% 
180 a ; 0,209 ,, P.O; = 945% __,, 
nach Veraschung: 0,221 , P,O, = 100 % 


Reduktionskraft nach Willstatter-Schudel. 
Eine Lésung mit 3,08 mg Hexose (aus P-Gehalt berechnet) entsprach 
0,24 eem n/200 Thiosulfat = 0,11 mg Aldose = 3,6°, Aldosereduktionswert. 
Reduktionskraft nach Hagedorn-Jensen. 


Eine L5sung mit 1,68 mg Hexose (aus P-Gehalt berechnet) entsprach 
4,20 ccm n/200 Thiosulfat = 0,81 mg Hexose = 48°, Reduktionswert. 


1 Die Elementaranalysen wurden von Dr. Roth, Heidelberg, ausgefiihrt. 
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Die Aufspaltungsgeschwindigkeit in n H Cl bei 100° und die Reduktions- 
werte entsprechen den friiher fiir den Harden-Youngschen Ester erhaltenen 
Werten. 

Aldohexosemonophosphorsdure : 


5,443 mg = 1,735 mg H,O und 3,18 mg CO, 


4,848 ,, hae « Bet » 28» CO, 
5,447 ,, = 2,935 ,, BaSO, 
5,447 = 25,20 ,, Ammoniumphosphormolybdat 


C,H,,0,PBa.3H,O. Ber.: 16,01% C, 3,82% H, 6,90% P, 30,56% Ba; 
gef. I: 15,93% C, 3,67% H, 6,72% P, 31,71% Ba; 
II: 15,97% C, 3,69% H. 
Optische Drehung: ¢ = 0,60°,, 1 = 200 mm, t 18°, « 0,161° (+. 0,02), 
[x]p t 27°. 
Hydrolyse in n HCl bei 100°. 
0 Minuten Hydrolysezeit: 0,000 mg P.O; 


7 “a vi 0,005 ,, P.O; 
30 i - 0,011 ,, P.O; 
90 ¥ J 0,022 ., P,O; 
180 ~ os O88 » Balh 20,3°, abgespalten 
nach Veraschung: 0,148 ,, P,O; 


Reduktionskraft nach Willstaétter-Schudel: 


Eine Lésung mit 4,13 mg Hexose (aus P-Gehalt berechnet) entsprach 
6,5 cem n/200 Thiosulfat = 2,93 mg Aldose = 71°, Aldosereduktionswert. 


Reduktionskraft nach Hagedorn-Jensen. 


Lésungen mit 1,13, 0,75 und 0,38mg Hexose (aus P-Gehalt berechnet 
£ 


entsprachen einem Verbrauch von 4,95, 3,30 und 1,62 cem n/200 Thiosulfat 
- 0,95, 0,63 und 0,31 mg Hexose gefunden = 84, 84 und 82°,, Reduktions- 
wert. 
2. Phosphorylierung und Milchsdurebildung. 

Im Froschmuskelbrei bewirken die halogenisierten Fettsauren in 
n/1l und n/110 Konzentrationen gegeniiber Fluorid, Oxalat und Citrat! 
nur eine verhaltnismabig geringe Veresterung. £-Jodpropionat und 
Trichloracetat sind fast véllig unwirksam. Monochloracetat ist schwach 
wirksam, Monobrom- und Monojodacetat etwas starker. Die Reihen- 
folge ist £-Jodpropionat < Trichloracetat < Monochloracetat < Mono- 
jodacetat = Monobromacetat. Der Versuch ist ausfiihrlich in Tabelle I 
wiedergegeben. Die Aufnahme der Hydrolysenkurven zeigt, daB hier 
nicht wie bei Fluorid die Bildung eines schwer hydrolysierbaren Esters 
vorherrscht. 

Auch im Froschmuskelextrakt bleibt dieVeresterung von zugesetztem 
Glykogen unter der Einwirkung von Monojodacetat hinter der von 
Fluorid zuriick. Ein Versuch mit n/1000 Monojodacetat nach 10, 30, 
60, 120 und 480 Minuten langer Inkubation bei 20° findet sich in Ta- 


1 Vgl. die Zusammenstellung diese Zeitschr. 222, 355, 1930. 
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Tabelle I. 


P-Veresterung im Froschmuskelbrei in Gegenwart von 


Monobromacetat, Monojodacetat und 
Versuchsansatze: Je 


Fettsaéuren + 0,2 cem 


Trichloracetat, 
10g Froschmuskelbrei + 0,8 cem 


Salzes der 2,6 °.iges 


Bicarbonat. 





Monochloracetat. 
B-Jodpropionat. 
Lésung des Na- 


12. Juni 1930. 





Inku- : mg P.O; pro g Muskelbrei Verestert 
: : bations- Kon- we 
Nr. Zusatz zeit zen- ; 7 30 180 , | P05 P2O5 
Min, | tration direkt) yin | Min. Min.) " || ng 
1 - 0 — | 1,74 | 2,28 | 2.27 | 245 | 283 || — 
2 al 60 — || 2,42 | 2.47 | 251 | 2.66 | 2.92; — | - 
3 \Monochloracetat!, 69 wll 2,11 | 2,15 | 2,21 2,87 2,99 0,81 18 
4 j Monochloracetat)) ¢) = n/110 2,15 | 227 | 2.41 | 2,59 2.99 0,27/ 11 
5 \ qrichloracetat {| 02  m/11 | 2,25 | 2,81 | 2,82 247 2,92 0,17! 7 
6 | “" \} 60 | n/110 || 2,24 | 2,85 | 2,87 2,53 | 2,83 0,18) 8 
7 \ Monot tat!) 00 mill | 1,67 | 1,85 1,92 219 2,79 0,75 31 
g jf Monobromacetat); 6  n/110 | 1,77 | 1,87 1,95 2,13 2,78 0,65 27 
g M jacetat | 69 nll | 1,78 1,95 2,02 231 2,83 0,64 27 
10 Monojodacetat ) 69 n/110| 1,73 1,90 1,98 2,23 2,73 0,69 29 
SET padiesteies | 60 n/ll | 2,85 2,41 242 255 — 0,07 8 
12 | propionat )| 60 n/110 2,34 2.45 247 261 2,91 0,08 3 


Tabelle Il. 


Bestimmung des P-Umsatzes im Froschmuskelextrakt. 


Je 2,0cem Extrakt, der mit je ein Neuntel seines Volumens an 


Versuchsansatze : 
m/10 


Phosphat pH 7,4 und ein Neuntel 2,6°,igem Bicarbonat versetzt war. 
I g 














Das ,,Extraktgemisch‘* wurde mit 5°,igem CO, in N, gesattigt; px 7,4. 
Ll. Juni 1930. 
tein, mg P20; pro Versuchsansatz 
Nr Zusatz bationszeit 1i . : 
direkt | 7 Min. | 30Min.| 90 Min. 180Min. 
Min. bestimmt 
1 0 1,94 2,11 — | 219 2,39 
2 10 2,04 2,09 — _ 2,20 -- 
3 ) F 30 2,07 212 — — | 2,21 
HT eos 60 |} 211 | 21) — | — | 225 
5 120 2,11 211 — 2,27 ~ 
6 180 2,13 215 — — | 2,21 2,40 
7 0 1,90 | 205 2,09 2,10 | 212 2,31 
8 10 1,41 1,73 | 1,88 | 1,96 | 2,05 — 
9 a 30 1,27 143 160 1,70 182 — 
10 || { 10 me Glykogen 60 125 |140 155 165 1.76 — 
11 120 1,38 1,49 1,60 1,73 | 1,82 — 
12 180 1,38 1,51 | 1,60 | 1,75 | 1,82 | 2,39 
13 0 1,92 | 2,51 287 3.24 341 3,64 
14 1.25 10 2,21 2,71 2,90 326; 330, — 
15 | po Hexcectii- | 30 2,29 | 2,76 2,95 320 334 — 
16 af no gag 60 239 265 2,95 318 326 — 
17 _—— 120 249 2,75 291 313 328 - 
18 180 2,61 2.76 | 2,98 | 8,11 | 3,20 | 3,64 
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belle II. Mit Glykogen ist eine maximale Veresterung nach 60 Minuten 
erreicht, die etwa ein Drittel des veresterbaren Phosphats betragt und 
vorwiegend, wie die Hydrolysekurve zeigt, zu Hexosediphosphat fiihrt. 

Zu frischem vergifteten Extrakt zugesetztes Hexosediphosphat wird 
langsam aufgespalten. (Nach 3 Stunden 0,71 mg = 57°,.) Die P,O;-Werte 
nach 180 Minuten langer Hydrolyse nehmen um 0,21 mg ab, ein Zeichen, 
daB teilweise ein schwer hydrolysierbarer Ester entstanden ist (Ta- 
belle 11). Diese Dephosphorylierung von zugesetztem Hexosediphosphat 
beruht hauptsachlich auf der Aufspaltung zu Milchséiure. Eine Mono- 
jodacetatkonzentration von n/500 hemmt die Milchséurebildung aus 
Glykogen vollstandig, die aus Hexosediphosphat aber nur zu 45°,: 
die Zahlen fiir n/1000 Monojodacetat sind 65 bzw. 5°,. Wie aus dem 
Versuch in Tabelle III hervorgeht, wo Phosphatumsatz und Milch- 
siurebildung gleichzeitig bestimmt wurden, stimmt fiir die Versuche 6 
und 8 ohne Monojodacetatzusatz und mit n/1000 Monojodacetat die 
gefundene Milchsaurezubildung mit der aus der abgesplaltenen Phosphor- 
sdure berechneten Milchsaure gut iiberein (gefunden 2,60 bzw. 2,48 mg: 
berechnet 2,49 bzw. 2,45mg). Bei n/500 Monojodacetat (gefunden 
1,44 mg, berechnet 2,00 mg) scheint dagegen noch eine Dephosphory- 
lierung ohne Milchsaurebildung vorzuliegen. Die GréBe der Hemmung 
hangt bei derselben Monojodacetatkonzentration stark von dem je- 
weilig verwendeten Extrakt ab. In allen Fallen wird aber die Milch- 
siurebildung aus Hexosediphosphorséure weniger stark gehemmt als 
die aus Glykogen (vgl. auch Tabelle IV). 

Da die nach Lundsgaard mit Monojodacetat vergifteten Muskeln 
bei Annahme einer gleichmaBigen Verteilung des injizierten Monojod- 
acetats (2 ccm einer 0,2° igen Lésung pro 50 g Lebendgewicht) einer 
Konzentration von n/2000 bis n/3000 entsprechen, im Extrakt aber 
eine Konzentration von n/1000 die Spaltung von Glykogen nur zu 
etwa zwei Drittel hemmte, wurden die folgenden Versuche in der Weise 
angesetzt, daB der kohlenhydratarme Extrakt zunachst 60 Minuten 
mit Monojodacetat bei 20° stehen blieb und dann mit Glykogen weitere 
60 Minuten inkubiert wurde. Da aber auch in den nicht vergifteten 
Froschmuskelextrakten infolge Zerst6érung des Koferments die Fahigkeit 
zur Milchséurebildung durch 60 Minuten langes Stehen stark ver- 
ringert wird (sie ist nach 2 Stunden zumeist praktisch erloschen), war 
es notwendig, zu den gestandenen Extrakten Koferment (als Na- Adeny]- 
pyrophosphat) zuzusetzen. 

Aus den Versuchen 5 und 6 der Tabelle IV geht hervor, daB nach 
60 Minuten. langem Stehen des Extraktgemisches die Fahigkeit zur 
Milchséurebildung sowohl aus Glykogen wie aus. Hexosediphosphat 
auf rund die Halfte gefallen ist. Mit Zusatz von Adenylpyrophosphat 


(Versuche 7 und 8) iibersteigt das Spaltungsvermégen das des frischen 
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Extrakts nicht unerheblich (3,20 mg Milchsiurebildung gegeniiber 
2,19 mg). Zu dem vergifteten und sofort mit dem Substrat angesetzten 
Extrakt werden bei n/1000 und n/5000 Monojodacetat noch betracht- 
liche Mengen Milchsaure gebildet, bei n/5000 und Glykogen z. B. noch 
71°, des Wertes ohne Vergiftung, in dem vor Zusatz des Substrats 
vergifteten Extrakt aver nur 7°. Auch hier wird die Aufspaltung des 
Hexosediphosphats etwas weniger stark gehemmt. 

Gegentiber dem ausgepragten zeitlichen Verlauf der Vergiftung 
mit Monojodacetat verlauft die Vergiftung mit Fluorid sehr viel rascher. 
Auch hier steigt die Hemmung der Milchséurebildung an, wenn der 
Extrakt vor Zusatz des Glykogens 60 bzw. 120 Minuten mit Fluorid 
gestanden hat. Ein abgekirztes Versuchsprotokoll aus zwei Versuchs- 
reihen (I und II), in dem nur die Hemmung in Prozenten angegeben ist, 
findet sich in Tabelle V. 

Tabelle V. 
Milchséurebildung aus zugesetztem Glykogen in mit Fluorid vergiftetem 
Froschmuskelextrakt. Versuchsansétze: Je 2,0cem Extraktgemisch 
+ 0,8 cem Zusaétze: Glykogen 0,2°,, Adenylpyrophosphat m/3000. Tem- 
peratur = 20°. Inkubationszeit mit Glykogen und Koferment je 60 Minuten. 
Versuch I vom 23. Januar 1931; Versuch Il vom 26. Januar 1931. 





Vor Zusatz des Glykogens und des Adenylpyrophosphats 
mit Fluorid inkubiert 





Nr Fluorid- 0 Min. 60 Min. 120 Min 
neath konzentration . en 
®, Hemmung 


I Il I if I Il 
1 n/200 — 64 ~ 82 90 
2 n/500 24 37 39 53 53 71 
3 n 1000 10 15 23 39 25 40) 
4 n/2000 0 7 4 9 9 16 
5 n/D000 0 0 0 0 0 5 


Tabelle VI. 


Milchséurebildt aus zugesetztem Glykogen in mit Monojodacetat ver- 
Milclt bildung zugesetzt Glykogen in mit Mor lacetat ver 
giftetem Froschmuskelextrakt. Versuchsansaétze wie in Tabelle V. 





Vor Zusatz des Glykogens und des Adenylpyrophos- 
phats mit Monojodacetat inkubiert 


Nr. Monojodacetat- 


konzentration 0 Min. 60 Min. 120 Min. 
©, Hemmung 
1 n/500 87 100 100 
2 n/1000 80 100 100 
3 n/2900 A 60 100 100 
4 n/5000 ‘ 37 88 100 
5 n/10 000 q 81 95 
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Der Vergleich mit einem ahnlich angelegten Versuch bei Monojod- 
acetatvergiftung zeigt besonders deutlich bei n/5000 und n/10000 Mono- 
jodacetat den groBen Unterschied in dem zeitlichen Verlauf der beiden 
Vergiftungen. 

Wahrend Extrakte, zu denen Monojodacetat.und Hexosediphosphat 
gleichzeitig zugesetzt sind, eine Abspaltung von Phosphorsaure zeigen, 
die annahernd der Milchsaurebildung entspricht (vgl. Tabelle III), 
ist die Hexosediphosphat-Phosphatare in véllig vergifteten Extrakten 
praktisch zerstért. In Tabelle VII ist ein Versuch wiedergegeben, wo 
ein Extrakt, der 3 Stunden bei 20° gestanden hatte, mit n/500, n/ 1000, 
n/5000 und n/15000 Monojodacetat vergiftet wurde, und zwar bei 
gleichzeitigem Zusatz von Hexosediphosphat und nach 60 Minuten 
langer Einwirkung des Monojodacetats. Bei gleichzeitigem Zusatz 
des Hexosediphosphats wirken nur die hdheren Konzentrationen Mono- 
jodacetat hemmend, bei nachtraglichem Zusatz hemmt auch n/15000 
Monojodacetat fast vollstindig. Zu allen Ansatzen wurde Adenyl- 
pyrophosphat zugegeben, da in dem gestandenen Extrakt ohne Ko- 
fermentzusatz Hexosediphosphat praktisch nicht angegriffen wird. 


Tabelle VII. 
Abspaltung von Phosphorséure aus Hexosediphosphat in mit Monojod- 
acetat vergiftetem Froschmuskelextrakt. Je 1,0cem Extraktgemisch 
0,4ccm Zusatze. 





Vor Zusatz des Hexosediphosphats und des Adenylpyrophosphats 
mit Monojodacetat inkubiert 


Monojodacetat- 


pesatenonete ‘0 Min. 60 Min. 
mg P2 05 mg P20; mg P20; mg P20; 
gefunden abgespalten gefunden abgespalten 
, Anfangswert 1,41 — 1,41 - 
0 1,77 0,36 1,81 0,40 
n/500 1,55 0,15 1,46 0,05 
n/1000 1,65 0,24 1,44 0,03 
n/5000 1,71 0,30 1,45 0,04 
n/15000 1,75 0,34 | 1,45 0,04 


In voéllig vergifteten Muskelextrakten wird die Veresterung von 
Glykogen weniger vollkommen gehemmt als die Abspaltung von 
Phosphorsaure aus Hexosediphosphat. Die Veresterung von zugesetztem 


Glykogen wurde ebenfalls in einem Extrakt bestimmt, der 3 Stunden 
bei 20° gestanden hatte, in dem also die Fahigkeit zur Milchséure- 
bildung ganzlich erloschen ist. In einem solchen gestandenen Extrakt 
findet aber auch ohne Kofermentzusatz noch eine Phosphorylierung 
statt, die durch Zusatz von Adenylpyrophosphat stark gesteigert> wird. 
(Uber diese Erscheinung wird in einem anderen Zusammenhang aus- 
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Tabelle VIII. 


P-Veresterung im Froschmuskelextrakt mit und ohne Kofermentzusatz. 
Versuchsansétze: Je 1,0cem Extraktgemisch + 0,4ccm Zus&atze. 











Ohne Adenylpyrophosphatzusatz. Mit Adenylpyrophosphatzusatz. 
eae rae : Vor Zusatz des Glykogens und des 
Mono- Veg. nee ons ae mit Mono- Adenylpyrophosphats mit Monojod- 
jod- jodacetat inkubiert acetat inkubiert 
acetat- ——— So 
konzen- 0 Min. 60 Min. 0 Min. 60 Min. 
ratio OO — ee _ 
mg mg mg mg mg mg mg mg 
P20; P2 05 P205 P20; P.O, P, Os P25 P2O5 
gefunden verestert gefunden | verestert gefunden verestert | gefunden verestert 
Anfangs- 
wert 1,16 1,26 
0 1,02 0,14 1,04 0,12 0,66 0,60 0,56 0,70 
n/500 1,01 0,15 1,09 0,07 0,87 0,39 0,93 0,33 
n/1000 1,01 0,15 1,10 0,06 0,69 0,57 0,97 0,29 
n/5000 1,01 0,15 1,10 0,06 0,54 0,72 0,95 0,31 
n/15000 =—1,02 0,14 1,13 0,03 0,53 0,73 0,95 0,31 


fiihrlich zu berichten sein.) Die Einzelheiten sind aus der Tabelle VIII 
zu ersehen. 

Der Mechanismus der Fluorid- und Monojodacetathemmung muh 
also, wie insbesondere aus den Tabellen V und VI hervorgeht, ein 
véllig verschiedener sein. Nun hat Lipmann Anhaltspunkte dafir 
erbracht, daB das Fluorid mit einer bestimmten (metallischen) Kom- 
ponente des milchsiurebildenden Fermentsystems eine reversible 
Verbindung eingeht!; die Monojodacetatvergiftung ist dagegen nicht 
reversibel. Es konnte erwartet werden, daB die Monojodacetatvergiftung, 
wenn hier eine allgemeine Reaktion mit der Eiweibkomponente des 
milchséurebildenden Fermentsystems vorliegt, vielleicht durch ober- 
flaichenaktive Substanzen aufgehoben bzw. abgeschwacht wiirde. In 
der Tat ergaben Versuche mit Athylurethan, daB die Fluoridvergiftung 
durch das Narkoticum nicht beeinfluBt wird, dagegen stark die Mono- 
jodacetatvergiftung. Ein Einflu8 des Narkoticums konnte allerdings 
nur in den sofort mit Monojodacetat und Glykogen versetzten Extrakten 
festgestellt werden, nicht in Extrakten, die vor dem Zusatz des Glykogens 
mit Monojodacetat und dem Narkoticum inkubiert waren. Ein Auszug 
aus zwei Versuchsprotokollen ist in Tabelle IX wiedergegeben. In 
diesen Versuchen wurden Extrakte verwendet, in denen das Koferment 
durch zwei- bis dreistiindiges Stehen bei 20° zerstért war. Zur Aus- 
lésung der Milchséurebildung wurde deshalb Adenylpyrophosphat 
zugesetzt. Wie aus der Tabelle IX hervorgeht, hemmt 1° iges Athyl- 
urethan die Milchséurebildung um 20°, 0,2°,iges praktisch nicht. 
Die Hemmung der Milchséurebildung durch Monojodacetat wird in 


‘ * 
‘ 





cy a . fn = 
1 F. Lipmann, diese Zeitschr. 206, 171, 1928. 
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Tabelle IX. 


Hemmung der Monojodacetatvergiftung der Milchséurebildung durch 
Athylurethan. Versuchsansatze: Je 2,0cem Extraktgemisch + 0,8 cem 
Zusaétze, enthaltend 5,6 mg Glykogen (0,2 °%), Adenylpyrophosphat (m/4000), 
Athylurethan, Monojodacetat. Inkubationszeit 60 Minuten, Temperatur 20°. 





Milchsdure 
Versuch 


Versuchsansiitze gefunden gebildet Hemmung 

Nr. mg mg 0, 

1 Extrakt ' Ly pe ae ah oo 2,14 -- —— 

(30.1. 1931) Extrakt + Glykogen ae 2,13 0 — 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyro- 

phosphat . . 4,10 1,96 — 
Extrakt + Gly kogen + “Adenylpyro- 

phosphat +1° Athylurethan . 3,70 1,56 20 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyro- 

phosphat + n/2000 Monojodacetat 2,82 0,68 65 


Extrakt + Glykogen + Adenylpyro- 
phosphat + n/2000 Monojodacetat 


+1% Athylurethan. ..... 3,45 1,31 33 
2 Extrakt . .. ae oe ae 1,47 — — 
(6. II. 1931) Extrakt + Glykogen — 1.53 0.06 - 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyro- 
phosphat . . 2,50 1,03 — 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyro- 
phosphat + 0,2°, Athylurethan . 2,47 1,00 3 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyro- 
phosphat + n/2000 Monojodacetat 1,68 0,21 80 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyro- 
phosphat + 0,2°, Athylurethan 
+ n/2000 Monojodacetat . . . . 2.19 0,72 | 380 


beiden Fallen betrachtlich abgeschwacht, in Versuch ] von 65 auf 33°, 
in Versuch 2 von 80 auf 30°,. Wie weitere Versuche ergeben haben, 
tiben auch Glykogen und Hexosediphosphat eine geringe schiitzende 
Wirkung aus. Der Effekt ist aber nur gering, deutlicher bei sehr ge- 
ringen Konzentrationen Monojodacetat (n/15000). 


3. Hemmung der Methylglyoxalase. 

Die Methylglyoxalase, die synthetisches Methylglyoxal in Milch- 
siure umwandelt, wird viel weniger stark gehemmt als die Milchsaure- 
bildung aus Glykogen und Hexosediphosphat. Ein Versuch mit Ratten- 
muskelextrakt ist in Tabelle X wiedergegeben. In diesem Versuch ist 
der Umsatz manometrisch verfolgt. Der Extrakt war vor dem Ein- 
kippen der Methylglyoxallésung etwa 45 Minuten mit dem Monojod- 
acetat in Beriihrung. n/100 hemmt fast vollstandig, n/500 den Gesamt- 
umsatz (nach zweistiindiger Einwirkung) nur zu etwa 10°,. Hieraus 
geht hervor, daB die Hemmung der Milchsaéurebildung durch Mono- 
jodacetat nicht auf einer Hemmung der Methylglyoxalase beruht. 
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Tabelle X. 


Hemmung der Methylglyoxalase durch Monojodacetat. Versuchsansétze: 

Je 0,7 cem Ratten-KCl-Extrakt mit 0,26°, Bicarbonat. Zusétze 0,4 cem. 

Die Zahlen sind in Kubikmillimeter CO, angegeben (GefaiSkonstanten 

1,2 bis 1,4). Zur Umrechnung in Milchsaéure ist mit dem Retentionsfaktor 

des Extrakts von 1,73 zu multiplizieren; dann entspricht 1cmm CO, 
0,004 mg gebildeter Milchséure. 





1 2 3 4 5 6 

Zeit Methyl- Methyl- Methyl- Methyl- 
Ohne Methyl- glyoxal giyoxal glyoxal glyoxal 
Zusatz glyoxal + n/100 + n 500 + n/ 1000 + n/2000 

Min. MJA MJA MJA MJA 
5 +1 + 24 0 +9 + 10 + 16 
20 8 91 +5 35 46 66 
30 10 125 8 47 62 87 
40 9 151 11 58 77 110 
60 13 152 15 89 112 138 
80 12 151 17 107 130 140 
110 17 155 27 133 , 140 150 
130 16 154 29 136 1 140 151 


Ich danke Herrn Ph. Schuster fiir seine Hilfe bei den Versuchen. 


Zusammenfassung. 


Aus der Muskulatur von intakten mit Monojodacetat vergifteten 
Fréschen wurden die Harden-Youngsche Hexosediphosphorsiure und 
eine Aldohexosemonophosphorsaure nach Art des Embden-Esters 
isoliert. 

In Froschmuskelbrei und -extrakt wirkt Monojodacetat weniger 
stark phosphorylierend als Fluorid. Die Vergiftung der Milchsiure- 
bildung aus Glykogen und Hexosediphosphat ist eine ausgesprochene 
Zeitreaktion. Die Dephosphorylierung der Hexosediphosphorsaure ist 
in vollig vergifteten Extrakten fast véllig gehemmt, die Veresterung 
von Glykogen nur etwa zur Halfte. 

Athylurethan hemmt die Monojodacetatvergiftung. < 

Die Milchsaéurebildung aus Hexosediphosphat wirg- erst durch 
héhere Konzentrationen Monojodacetat gehemmt als die aus Glykogen. 
Sehr viel weniger hemmbar durch Monojodacetat ist die Umwandlung 
von synthetischem Methylglyoxal in Milchsaure. 


Nachtrag bei der Korrektur: In einer kiirzlich erschienenen Arbeit hat 
H. W. Dudley* die Hemmung der Glyoxalase (mit Phenylglyoxal als Substrat 
und Hiihnermuskulatur) durch Monojodacetat untersucht. Der Verfasser 
zieht aus seinen Versuchen die Folgerung, da8 in der Hemmung der (ly- 
oxalase sehr wahrscheinlich die Ursache fiir die Hemmung der Glykolyse 


! Biochem. Journ. 25, 439, 1931. 
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selbst zu suchen sei. Aus den in dieser Arbeit mitgeteilten Versuchen veht 
aber hervor, daB die Glykolyse schon durch sehr viel geringere Konzen- 
trationen von Monojodacetat gehemmt wird als die Glyoxalase, so daB diese 
Folgerung nicht berechtigt erscheint. H. K. Barrenscheen, K. Braun 
und M. Dreguss' haben ferner die Méglichkeit erértert, daB die hemmende 
Wirkung der Monojodessigséure auf einer Zerstérung des Koferments 
beruht. Meine Versuche zeigen aber, daB durch Monojodacetat das milch- 
saurebildende Ferment selbst vergiftet wird, so daB auch diese Moglichkeit 
auszuschlieBen ist. 

Bei der Erérterung des Wirkungsmechanismus der Monojodacetat- 
vergiftung ist zu beachten, daB die Hemmung der Milchséurebildung aus 
Glykogen gréBer ist als aus Hexosediphosphat und diese wieder gréBer als 
aus synthetischem Methylglyoxal. Die bisher untersuchten wahrscheinlichen 
Zwischenstufen der Milchséurebildung werden also sémtlich, allerdings in 
verschiedenem MaBe, durch Monojodacetat gehemmt. Sucht man die 
gegeniiber der Monojodacetatvergiftung empfindlichste Zwischenstufe, so 
erscheint die Annahme diskutabel, daB die Monojodacetatvergiftung auf 
der Hemmung der Bildung bzw. Aufspaltung des in einer Arbeitshypothese 
von Meyerhof und Lohmann postulierten labilen Hexosephosphorséure- 
esters beruht. 


1 Diese Zeitschr. 232, 165, 1931. 








Die Cholesterine im Strukturverbande des Protoplasmas. 


IX. Mitteilung: 
SchluBfolgerungen aus den Berichten I bis VIII. 


Von | 
G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdorf.) 
(Eingegangen am 24. April 1931.) 

Unterwirft man die Zahlenwerte der Einzelberichte [(1) bis (8)], 
die zur besseren Ubersicht beifolgend in einer Gesamttabelle zusammen- 
gestelit sind, einer kritischen Betrachtung, so scheint es auf den ersten 
Blick, als ob sich daraus nach keiner Richtung hin Nutzanwendungen 
auf physiologische SchluBfolgerungen gewinnen lieben. Ohne weiteres 
diirfte dies wohl auch kaum zu erwarten sein, wenn man folgende 
Umstande gebiihrend beriicksichtigt, namlich: 

1. die Tatsache des schwankenden Gehalts selbst paariger Organe 
an Cholesterinsubstanzen, 

2. daB sich der gesamte Cholesterinstoffwechsel offenbar in einem 
stetigen FluB befindet und sich konstante Werte daher iiberhaupt 
nicht erwarten lassen, 

3. daB es vor allen Dingen unangebracht sein diirfte, die unter- 
suchten Materialien insgesamt auf eine gemeinsame Vergleichsbasis zu 
stellen, 

4. daB das Material an sich und mit Beriicksichtigung der unter 
1. und 2. genannten Gesichtspunkte noch viel zu gering ist, und daB 
mit Unterstiitzung von anderer Seite noch viel mehr Durchschnitts- 
werte aus méglichst zehlreichen Untersuchungen gesammelt werden 
miussen. 


30* 








G. Pfeifter: 


Gesamtiibersichtstabe | 





Gesamtcholesterin Cholesterin + Oxycholesterin 


Material Trocken- _ - - —_——_—— — 
ett y , 
von jahrigem — substanz in 100g Schmels- in 100g 


Rind punkt 


Schmelz- 
frischer trockener frischer trockener punkt 
Substanz Substanz oC Substanz Substanz 0C 


Gehirn. . .|| 23,20 1.3720 | 5.9137 139,7 09,9930 4,2801 142.7 
Rackenmark 33,46 0,6066  1,8125 135.6 0,3739 1,1174 140,4 
Nebennieren 21,02 01,2753 | 1,3097 106-108 0.1559 0.7417 135,2 
Leber ... 0.2333 | 0,7662 101-102 0,1029 0.3550 136.3 
Maa... fl Be 0,0946 0.4563 127.5 | 0,0608 0,2933 1431 


Galle. 0,0943 | 1,8007 107-108 0,0563 0,7766 | 138,8 


Hers... . 0.0784 03588 109-110 0.0516 02362 140.8 


Rote Blut- 
kérperchen 32, 0.0164 0,0511 142.5 0,0149 0.0464 143.8 


Unter diesen Gesichtspunkten kénnte man heute wenigstens 
schon diejenigen Organe bzw. Gewebe miteinander in Vergleich bringen, 
die keine ausgesprochen analytische Funktionen erfiillen und ihnen 
diejenigen vergleichend gegeniiberstellen, bei denen das Gegenteil der 
Fall ist. Weiterhin ware die Milz fiir sich allein einer Betrachtung zu 
unterziehen, in der sowohl rote Blutkérperchen zugrunde gehen, als 
auch neue gebildet werden. 

In die erste Gruppe wiirden daher gehéren: a) die Nervensubstanz, 
b) der Herzmuskel, c) die Erythrocyten. 

In die zweite Gruppe: a) die Nebennieren, b) die Leber, c) die Galle. 

In die dritte Gruppe: die Milz. 

Was die erste Gruppe betrifft, so ist der auBergewohnlich groBe 
Gehalt der Nervensubstanz an Cholesterin eine seit langer Zeit bekannte 
Tatsache; besonders ist es die weiBe Substanz, die, regionir ungleich 
verteilt, auffallend groBe Mengen davon enthalt. Die in der Tabelle 
enthaltenen Werte sind daher nicht weiter verwunderlich. Was aber 
besonders hervortritt, ist der im Gegensatz dazu sehr gering erscheinende 
Gehalt des Herzmuskels und hauptsachlich auch derjenige der Erythro- 
cyten an Cholesterin. 

Alle drei Gewebe besitzen einen lebhaften Stoffwechsel. Wahrend 
es sich bei der Nervensubstanz und bei dem Herzmuskel zweifellos 
um eine Gewebsatmung mit erheblichem O,-Verbrauch handelt, dienen 
die roten Blutkérperchen in der Hauptsache als Ubertrager des ge- 
nannten Gases. Dies scheint sich auch durch die verschiedene Form, 
in der das Cholesterin in den besagten Geweben auftritt, auszudriicken. 
Im allgemeinen nimmt vermutlich das Cholesterin den Erythrocyten 
gegeniiber eine Sonderstellung ein, wie aus der Tatsache der sehr gering 
za nennenden Esterifikation von noch nicht 10°, des Gesamtchole- 
sterins geschlossen werden darf. Da die Esterifikation hier ausschlieBlich 
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xperimentellen Untersuchungsergebnisse. 





Oxycholesterin Cholesterinester Cholesterinester im Gesamtcholesterin 


—_—_—_— —__—______— in 100g — 


{nteil am Anteil am Chole- 


ae os Palmitin- Olsdure- Oxychol 


0 veal go ew frischer trockener ester ester — Totalester 
0/, Substanz Substanz ( ( 0 

7,50 10,40 0,3790 1,6336 0,22 27,40 27,62 
10,30 16,70 0,2327 , 0,6954 - — 38,36 38.36 
17,50 31,00 0,1190 0.5661 2,25 9,12 31,85 43.22 
12,20 28,00 0,1311 0.4305 oo 0,73 55,46 56,19 

6,00 9,30 0,0336 0,1621 — 7,51 28,01 35,52 
12,60 21,10 0,0378 0,5214 - 40,08 40,08 
10,30 15,70 0.0267 0,1222 6,25 2.81 25,00 34,06 

6,60 7,30 0,0015 0.0047 —— 9.14 9.14 


zwischen der Olsiure und dem Oxycholesterin vor sich geht, iber das 
letztere aber nur wenig bekannt ist, so klafft hier leider eine Liicke, die 
einem spekulativen Gedankengang natiirlich sehr hinderlich ist. 

Aus dem sehr verschiedenen Umfang der Esterifizierung des 
Cholesterins der Nervensubstanz und des Herzmuskels einerseits und 
der der Erythrocyten andererseits scheint auch mit ziemlicher Deutlich- 
keit hervorzugehen, daB die funktionelle Bedeutung in beiden Fallen 
nicht die gleiche sein wird. Fir die Annahme der verschiedenen Funk- 
tion oder Funktionen beziiglich der Form des Cholesterins als Alkohol 
und der seiner Ester sprechen bekannte Beobachtungen. So wird die 
hamolysierende Wirkung der Lecithine durch Cholesterin aufgehoben, 
solange dessen OH-Gruppe unbesetzt ist, waihrend dies esterifiziertes 
Cholesterin nicht vermag. Diese Tatsache diirfte, wie aus der Tabelle 
ersichtlich, bei den roten Blutkérperchen von erklirender Bedeutung 
sein, da iiber 90°, des Gesamtcholesterins in Form des Alkohols vor- 
handen ist. Es ist wahrscheinlich auch kein Zufall, daB das Gesamt- 
cholesterin und die fallbaren Cholesterine der Erythrocyten gerade 
den héchsten Schmelzpunkt der untersuchten Materialien der ersten 
Gruppe besitzen. In dieser Beziehung scheint jedoch das Cholesterin 
des Herzmuskels eine Ausnahme zu machen. 

Bei einer chemischen Substanz von der Art des Cholesterins ist 
nach den Anschauungen der physikalischen Chemie anzunehmen, dab 
sie Oberflachenaktionen zu entfalten imstande ist und als Schutzkolloid 
fiir andere zu wirken vermag; letzteres diirfte bei dem oben erwahnten 
Hamolysierungsvorgang gegeniiber den Lecithinen zutreffend +ein. 
Das Cholesterin als héherer Alkohol mit einem relativ gréBeren C-Gehalt 
wie er sonst bei Alkoholen anzutreffen ist, scheint auch in erster Linie 
geeignet, bei biologischen Vorgaingen oberflichenaktive Funktionen 
erfiillen zu kénnen. Seine Struktur miiBte zwar gegen eine Alkohol- 
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wirkung sprechen, wie sie den niederen Gliedern eigentiimlich ist, 
denn Alkohole wirken bekanntlich um so starker, je langer ihre un- 
verzweigte Kette von C-Atomen ist, und auBberdem wirkt die Ring- 
bildung abschwachend. 

Wenn Cholesterin auf das Froschherz betrachtlich stimulierend 
wirkt, indem die systolische Energie verstarkt wird, ohne daB die 
Frequenz der Herzschlage eine Beeinflussung erfahrt, mithin also eine 
direkte Wirkung auf die Muskelsubstanz anzunehmen ist, so ist diese 
Wirkung sicherlich nicht als eine Alkoholwirkung zu betrachten. Viel- 
mehr besteht die gewisse Wahrscheinlichkeit einer indirekten Wirkung, 
bei der das Cholesterin eine physikalische Rolle spielt, und zwar als 
Adsorbens fiir den Sauerstoff. Damit will gesagt sein, daB durch ver- 
mehrte Zufuhr dem Protoplasma des Herzmuskels eine gréBere Menge 
Sauerstoff angeboten werden kann. 

Trifft die Voraussetzung zu, da das Cholesterin im Verbande 
des Protoplasmas als physikalischer Faktor zu fungieren imstande ist, 
so ist auch denkbar, daB seine Einstellung eine labil-quantitative ist, 
die sich dem O,-Bedarf anpaBt, wobei der UberschuB esterifiziert wird. 
Bei verringerter O,-Aufnahme wiirde dann allmahlich Cholesterin frei 
und aus dem Verbande des Protoplasmas ausgeschieden werden, wie 
dies im alternden Organismus tatsachlich der Fall (Atherosklerose) zu 
sein scheint. Fiir die roten Blutkérperchen, die eine ganz bestimmte 
Menge Sauerstoff aufzunehmen vermégen, ohne ein Mehr tiberhaupt 
binden zu kénnen, ist die Annahme einer Beteiligung des Cholesterins 
zur adsorptiven Bindung des Sauerstoffs besonders berechtigt. 

Nicht ohne Bedeutung scheint auch das hauptsachliche Vor- 
kommen des esterifizierten Cholesterins in Form seines Olsdureesters zu 
sein, da diese ungesittigte Saéure sich durch Aufnahme von zwei 
- H-Atomen zu sattigen und somit als H-Akzeptor bei der sauerstoff- 
losen Oxydation, im Sinne Wielands Dehydrierungstheorie, zu wirken 
vermag. Es bleibt allerdings die Frage offen, ob die Mengen an Chole- 
sterin in jedem Falle erheblich genug sind, um auf die erwaihnte Art 
eine Rolle spielen zu kénnen. Auch fiir den Fall, daB das Cholesterin 
wahrend des Stoffwechsels sténdig von der Alkoholform in die esterifi- 
zierte Form tibergeht und wieder zuriickverwandelt wird, ware die 
Vorstellung gegeben, in dem Cholesterinélsiureester ebenfalls einen 
Faktor der sauerstofflosen Gewebsatmung zu sehen. Dieser Frage 
eine gebiihrende Aufmerksamkeit zu schenken, diirfte sicherlich von 
Interesse sein, 

Eine weitere Bedeutung des Cholesterins und seiner Ester kénnte 
man auf Grund der chemischen und physikalischen Eigenschaften‘auch 
in Beziehungen zur Konsistenz der Organe annehmen. Wenn auch diese 
Annahme zwar nicht allein und nicht immer mabgebend sein diirfte, 
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so wird sie fiir die Gesamtkonsistenz der Organe immerhin einen mit- 
bestimmenden Faktor ausmachen, besonders weil die Zellen in ihrem 
Protoplasma mehr oder weniger grobe Mengen dieser Substanzen in 
wechselnden Modifikationen enthalten. 

Was die zweite Gruppe der untersuchten Materialien betrifft, 
so handelt es sich, wie bereits erwahnt, um ausgesprochen analysierende 
Organe, die gewisse Stoffe abbauen, um andere daraus aufzubauen. 


So werden in den Nebennieren sténdig und wahrscheinlich schadhaft 
gewordene rote Blutkérperchen zerstért, um aus einer Aminoséure ihres 
EiweiBes, dem Thyrosin oder dem Tryptophan, das Adrenalin herzustellen. 
Die Leber zerstért rote Blutkérperchen und Cholesterin, um die Calle 
daraus zu bilden. Beide Organe hat man schon seit geraumer Zeit in einer 
ganz besonderen Weise in Beziehungen zum Cholesterinstoffwechsel gebracht 
Dies ist ohne Zweifel auch zutreffend, aber wohl kaum in dem Sinne. dal 
die genannten Organe als Selbstzweck Cholesterin bilden. Wahrscheinlicher 
ist es vielmehr, daB der gréBte Teil des enthaltenen Cholesterins als Residuum 
von massenhaft und kontinuierlich abgebauten Erythrocyten angesehen 
werden darf. Wenn auch einerseits ein Teil der Riickresorption zum Blut- 
k6rperchenaufbau anheimfallt, so steht andererseits wieder geniigend 
Nahrungscholesterin zur Verfiigung. und das Cholesterin wird sicherlich 
nur deshalb in so auffallender Weise in diesen Organen angereichert, weil 
es eine schwerer als die iibrigen Abbaustoffe eliminierbare Substanz ist. 

Die Zahlenwerte der Leber und der Galle sind insofern merkwiirdig, 
als in der Trockensubstanz der Cholesteringehalt der Galle gr6éBer ist als 
in der Leber. Dies braucht aber an sich nicht verwunderlich zu sein, wenn 
man, wie friiher schon mitgeteilt, beriicksichtigt, daB die Cholesterin- 
verschiebungen in der Leber offenbar sehr kompliziert sind, und daB die 
Umsetzung zu Cholséuren standig stattfindet. Ein Vergleich zu Zwecken 
der Beurteilung des statthabenden Cholesterinstoffwechsels wird daher hier 
zu einer Unmdglichkeit. Die Milz dagegen diirfte als ein Organ, in dem 
sowohl rote Blutkérperchen zerstért als auch neugebildet werden, beim 
Vorliegen von geniigendem Material wahrscheinlich Aussicht bieten. die 
gewonnenen Vergleichswerte fiir die Beurteilung des Cholesterinstoffwechsels 
in diesem Organ nutzbringend zu, verwerten. Von Interesse diirfte es 
weiterhin sein, einen Vergleich mit dem Herzmuskel anzustellen, der gegen 
iiber der Milz ungefaéhr den gleichen Gehalt an Gesamtcholesterin aufweist. 
Wahrend der Herzmuskel als eines der am starksten in Anspruch ge- 
nommenen Organe anzusehen ist, kann die Milz aus dem K6rper entfernt 
werden, ohne anscheinend lebensdrohende Folgen nach sich zu ziehen. 


Im ganzen betrachtet, darf es als wahrscheinlich angesehen werden, 
da®B der Cholesterinstoffwechsel ein ganzlich in sich abgeschlossener 
und fiir sich verlaufender ist. Zur Synthese scheint der Organismus 
nicht befahigt zu sein, vielmehr iibernimmt er mit der Nahrung direkt 
oder indirekt Phytosterine, um sie in das Zoosterin Cholesterin um- 
zuwandeln. Ferner muff dem Organismus, unter Verwendung der in 
der Pflanze sich vegfindenden Cholesterinbausteine, sicherlich die 
Fahigkeit der Teilsynthese zuerkannt werden, d.h. der Ringkopplung 
genannter Verbindungen, ohne daB damit eine Ringbildung verbunden 
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zu sein braucht. Der Stoffwechsel verlauft dann wahrscheinlich analog 
den sonst bei den Gewebsatmungen beobachteten Gesetzen, d.h. 
oxydativ bzw. reduktiv vermittelst Wasserstoffabgabe bzw. -aufnahme, 
ferner in Form des oxydativen Abbaues zu Oxycholesterin, indem 
bei allen Formen dauernde Uberginge der Alkohole in die esterifizierten 
Verbindungen und umgekehrt stattfinden, unter denen der Olsaure- 
ester eine besondere Rolle als Oxydationsmittel zu spielen scheint. 

Auf Grund der bereits aus der Literatur bekannten Tatsachen, 
in Verbindung mit den praktischen und kritischen Ergebnissen der 
mitgeteilten Untersuchungen kann man weiterhin sagen, daB von 
einer erschépfenden und befriedigenden Kenntnis der Sterine im all- 
gemeinen und des Cholesterins im besonderen heute noch keineswegs 
die Rede sein kann, da8 wir dagegen in den beiden letzten Jahrzehnten, 
und zwar dank der auf physikalisch-chemischem Gebiet erzielten 
Fortschritte, auch in der Biologie der Cholesterine einen erheblichen 
Schritt weitergekommen sind. Es kann auch kein Zweifel mehr dariiber 
bestehen, daB die Sterine in der gesamten organischen Welt eine sehr 
bedeutende Rolle spielen, die nicht hinter den iibrigen Stoffgruppen 
des Protoplasmas zuriickbleibt, und daB ihre Bedeutung durch Windaus’ 
entdeckte Zusammenhange mit der Vitaminbildung und dem Vitamin- 
transport nur noch umfangreicher wird. 

Der chemische Aufbau des Cholesterins und die damit verbundenen 
physikalischen Eigenschaften, ferner der auffallend hohe Schmelzpunkt 
und die variablen Formen, in denen es im Organismus auftritt, deuten, 
wie bereits erwahnt, auf die biologische Bedeutung als physikalischer 
Faktor fiir die Statik des Protoplasmagefiiges hin, welcher die Kon- 
sistenz der Gewebe weitgehend zu beeinflussen imstande sein diirfte. 

Die EiweiBkérper, welche wohl durchweg um so gréBer molekulare 
Bestandteile des Protoplasmas sind, je héher die an das betreffende 
Organ gestellten Anforderungen sind, treten dementsprechend auch 
mehr in Form des labilen EiweiBes, d. h. der in Enolform gebundenen 
Aminosauren, auf und sind daher wasserléslich und leichtfliissig. Der- 
artig labile EiweiBkérper sind nicht geeignet als Grundlage einer festen 
Konsistenz zu dienen, sondern sie bediirfen dazu ent weder eines Hartungs- 
mittels, wie es der Schwefel vermag, oder es miissen Stoffe fett- bzw. 
wachsartiger Natur, wie es bei den Lecithinen bzw. Cholesterinen der 
Fall ist, beigemengt sein. Von den Sondereigenschaften dieser Kérper, 
die in bezug auf die Variations- und Permutationsméglichkeiten inner- 
halb der Extreme die verschiedensten Abstufungen gestatten, hangt 
héchstwahrscheinlich und im weitesten Mabe die Konsistenz der 
einzelnen Organe ab. 

Es ist ferner anzunehmen, dai die den Aggregatzustand des Proto- 
plasmas beeinflussenden adsorptiven und ambozeptorartigen Bindungs- 
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moglichkeiten der einzelnen Zellbestandteile untereinander vermége 
ihrer variablen Einstellungen Bewegungen innerhalb des Protoplasmas 
zur Zelloberflache erméglichen, um ihre eigentlichen Funktionen aus- 
zuiiben. Eine wesentliche Beteiligung des Cholesterins in Gemeinschaft 
mit den Phosphatiden wird darin bestehen, die labile Struktur des 
Protoplasmas herbeizufiihren, wobei das Cholesterin als hydrophober 
Anteil das Zustandekommen der semipermeablen Membran der tierischen 
Zelle mit ihren adsorptiven Eigenschaften zum mindesten mit beein- 
flussen wird. 

Diesen primaéren Funktionen der Cholesterine darf man weitere 
sekundare und nicht minder lebenswichtige gegeniiberstellen, die mit 
dem Abbau bzw. Umbau zusammenhangen, wozu die Bildung der 
Gallensaéuren und der Hautsalben gehéren. Wahrend den Gallensauren, 
neben ihrer Bedeutung fiir die Fettresorption, bestimmte hydrotopische 
Eigenschaften beigelegt werden kénnen, steht das Vorkommen der 
Cholesterinester und seiner Abarten in der vernjx caseosa und im 
Hauttalg ohne Zweifel mit einer Schutzfettwirkung in Verbindung. 
Diese Stoffe besitzen die deckenden Eigenschaften der Neutralfette 
und erméglichen eine Hautatmung, ohne unter dem Einflu8 von Licht- 
und Sauerstoffwirkung ranzig zu werden, d. h. der Oxydation anheim- 
zufallen. 
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Edestin als Substrat fiir die nephelometrische 
Bestimmung proteolytischer Enzyme. 
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New-York; Physikalisch-chemische Division.) 


(Eingegangen am 24. April 1931.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Den von Rona und Kleinmann fiir Casein (1), Serwm (2) und 
Serumalbumin (3), von Kleinmann und Stern fiir Gelatine (4) und neuer- 
dings von Stern fiir Organproteine (5) als Substrate fiir die nephelo- 


metrische Verfolgung proteolytischer Vorgange ausgearbeiteten Methoden 
sei hier eine Arbeitsvorschrift fiir Edestin als weiteres Substrat angefiigt. 

Edestin, nach Vorschrift von Osborne aus Hanfsamen dargestellt, 
dient bekanntlich seit langerer Zeit zur Pepsinbestimmung fiir die 
Zwecke der Klinik. Die von Fuld und Levison (6) angegebene und 
weiterhin von Ege (7) modifizierte klinische Pepsinbestimmung beruht 
auf der Unléslichkeit des unverdauten Edestins in neutraler Lésung. 
Um den Anforderungen der nephelometrischen Analyse zu geniigen, 
die eine optische Vorrichtung von der Genauigkeit des Kleinmannschen 
Nephelometers (8)! (Ablesungsfehler 1°) zur Voraussetzung hat, 
muBten die bei den genannten Alteren Methoden als Fillungs- 
reagenzien benutzten Neutralsalze durch ein Reagens ersetzt werden, 
daB eine hinreichend gleichférmige und stabile Triibung erzeugt. 
Als geeignet hierfiir erweist sich Sulfosalicylsdure, die bereits fiir andere 
nephelometrische Methoden mit Erfolg benutzt wird. 

Die Verfolgung proteolytischer Vorginge, soweit sie sich auf die 
erste Phase des Abbaues nativer EiweiBkérper durch peptische, tryp- 
tische und katheptische Proteinasen erstrecken, mit Hilfe der nephelo- 
metrischen Analyse ist, wie kiirzlich auch von Grassmann (9) anerkannt 
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wurde, hinsichtlich der Abgrenzung des zu_ studierenden Prozesses 
den rein chemischen Methoden iiberlegen. Diese bestimmen titri- 
metrisch oder gasometrisch die durch die Enzymwirkung frei ge- 
legten NH,- oder COOH-Gruppen, die aus dem Substrat gleicher- 
weise durch echte Proteinasen, wie auch durch Carboxy-Polypeptidasen 
und Dipeptidasen abgespalten werden. Bei Anwendung derartiger 
Methoden ist meist die priparative Zerlegung des vorliegenden 
Enzymgemisches mittels Adsorption und Elution erforderlich, um 
die beobachtete Wirkung auf bestimmte Proteasen zuriickfiihren zu 
kénnen. Bei nephelometrischer Analyse, bei der die Substrat- 
spaltung wie bei den anderen Methoden in homogener Lésung erfolgt, 
worauf das unverbrauchte Substrat mittels Zugabe geeigneter Triibungs- 
reagenzien im Nephelometer bestimmt wird, ist eine solche Reinigungs- 
vornahme unnétig, sofern man allein an der Wirksamkeit der vor- 
handenen echten Proteinasen interessiert ist, da sich die Tatigkeit der 
ereptischen Enzyme hierbei nicht stérend bemerkbar macht. 

Die Beschaffenheit der bis vor kurzem fiir die Nephelometrie zur 
Verfiigung stehenden Substrate, von denen Casein und Gelatine als 
denaturierte Proteine von besonders leichter Angreifbarkeit und Serum- 
albumin infolge seiner ausgepragten Resistenz gegen Tryptasen nicht 
als ideale Substrate fiir alle drei Gruppen der echten Proteinasen gelten 
k6énnen, machte es wiinschenswert, weitere Methoden fiir native Eiweib- 
kérper auszuarbeiten. Nachdem dies kiirzlich vom Verfasser fiir ge- 
léste Organproteine als Substrat tierischer Gewebsproteinasen durch- 
gefiihrt wurde, soll im folgenden gezeigt werden, dai Edestin sich 
gleichmaBig als Substrat fiir das Studium peptischer, tryptischer und 
katheptischer Enzyme eignet. 


Methodische Vorversuche. 
Herstellung der Edestinlésung. 


Als geeignet erwies sich eine nach der Vorschrift von Fuld und Levison 
bereitete 1°/,ige Edestinlésung: 1 g Edestin, chemisch rein (Hersteller: 
Pfanstthl & Co., Chicago), wird unter Erhitzen auf Siedetemperatur 
in 1000 cem 0,03 n Salzséure gelést. Die Lésung wird nach Abfiltrieren 
restlicher Fléckchen unter Toluol im Kiihlschrank aufbewahrt und die 
zum Versuch benétigte Menge jeweils durch ein quantitatives Filter zwecks 
Klarung filtriert. Es wird empfohlen, diese Lésung des 6fteren frisch zu 
bereiten. 

Fdllungsreaktionen. 


Das von Fuld und Levison benutzte feste Natriumchlorid gibt eine fiu 
nephelometrische Zwecke unbrauchbare grobflockige Fallung. Die von 
Ege angegebenen Fallungsreagenzien (Ammonsulfat- und Natriumcehlorid- 
lésung) erfordern zur Stabilisierung der auftretenden Triibung die Zugabe 
eines Schutzkolloids (Gummi arabicum), wodurch die Technik unnétig 
kompliziert wird. Salzséure, die bei der nephelometrischen Serumalbumin- 
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methode von Rona und Kleinmann zur Stabilisierung der mit Sulfosalicy]- 
séure erzeugten Triibung dient, gibt bereits fiir sich allein mit Edestin eine 
Triibung, die jedoch rasch grobdispers wird. 

Sulfosalicylsdure in 20° ,iger Loésung liefert bei passender Substrat- 
und Reagenzkonzentration eine ausreichend stabile und gleichférmige 
Triibung mit Edestin. Als obere Grenze wurde durch Ansetzung von 
Reihen eine Edestinmenge ermittelt, die 2 cem der Edestinlésung in einem 
Gesamtvolumen von 22cem einschlieBlich der Sulfosalicylsturezugabe 
entspricht. Unter Variierung der Reagenzmenge bei Einhaltung dieser 
Substratkonzentration ergab sich beim Vergleich im Nephelometer, daS 
bereits l1eem der Reagenzlésung zur quantitativen Erfassung der vor- 
handenen Proteinmenge ausreichend ist. Zwischen 1 und 5ccm Reagenz- 
zugabe findet keine Anderung der Triibungsintensitaét statt. Wird jedoch 
die Reagenzmenge weiter gesteigert, so beginnt die Intensitét der Triibung 
langsam abzunehmen. Es wird daher kiinftig als bestimmt ausreichende, 
jedoch nicht iibergroBe, Reagenzmenge ein Volumen von 4 ccm der 20 © igen 
Sulfosalicylsiurelésung gewahlt. 

Stabilitat der Triibung. Die zum Zwecke der Analyse im Nephelometer 
erzeugten Triibungen zeigen erfahrungsgemaéB einen mit der Beschaffenheit 
des Substrats, der Aziditét der Lésung und der Art des zur Triibungs- 
erzeugung verwendeten Fallungsmittels wechselnden Gang. Gewdéhnlich 
kann man bei fortlaufender Vergleichung der Triibungsintensitat gegen 
einen festen Triibungsstandard im Nephelometer beobachten, daB kurz 
nach der Reagenzzugabe die Intensitét der Triibung zunachst bis zu einem 
bestimmten Grenzwert steigt, der die véllige Erfassung des Substrats 
durch das Triibungsreagens anzeigt, sich sodann eine verschieden lange 
Periode hindurch, die im Interesse der Me8genauigkeit mdéglichst nicht 
weniger als '/, Stunde betragen soll, auf dem gleichen Niveau halt, worauf 
dann unter makroskopisch sichtbarer Ausflockung eine Abnahme der 
Triibungsintensitat infolge Ausbildung groBer Aggregate einsetzt. 

Da fiir diesen Versuch kein fester Standard nach Kleinmann (10) zur 
Verfiigung stand, wurde auf eine von Bechhold und Hebler (11) angegebene 
Standardtriibung zuriickgegriffen, die innerhalb der benétigten Versuchs- 
zeit von 90 Minuten als hinreichend stabil angesehen werden durfte. Sie 
besteht aus einer in Glycerin erzeugten Bariumsulfattriibung, die nach 
Bechhold Primarteilchen von durchschnittlich 2,54 Durchmesser aufweist 
und mindestens fiir 24 Stunden und héchstens fiir 8 Tage als stabil und 
gleichférmig betrachtet werden kann. Die gleichen Autoren haben auch 
die Bereitung eines Standard-BaSO,-Sols in Glycerin-Isobutylalkohol 
angegeben, das gegen das erstgenannte, hier benutzte Sol geeicht wird 
und etwa 6 Monate brauchbar ist. 

Die Standardtriibung wurde bereitet, indem m/5000 Hydroxylamin- 
sulfat in Glycerin gelést und mit der Lésung von m/5000 Bariumchlorid 
in Glycerin vermischt und auf ein Volumen von 75 ccm mit Glycerin auf- 
gefiillt wurde. Die resultierende weiBliche Triibung zeigte an dem Versuchs- 
tage keinerlei sichtbare Veraénderung. Diese Lésung wurde in das linke 
Glas des Kleinmannschen Nephelometers als Standardtriibung eingefiillt 
und die Fensterhéhe fiir die staérkere der beiden untersuchten Edestin- 
triibungen auf 20mm und fiir die niedrigere Edestinkonzentration auf 
15 mm fixiert. 

Edestintriibung Nr. I! 2cem der 0.1 °,,igen Edestinlséung + 16 cem 
Aqua dest. + 4cem Sulfosalicylséurelésung (20 °oig). Sogleich nach 
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Reagenzzugabe in das rechte Glas des Nephelometers eingefiillt. Standard- 
triibung links auf 20 mm fixiert. 


Zeit nach Reagenzzugabe .. 2 5 10 15 20 30 45 85 Minuten 


Ablesung am rechten Fenster 
(Durchschn. mehrerer Beob.) 23 22,9 22,6 23 23,2 23 23 23 mm 


Trotzdem die Edestintriibung nach 85 Minuten makroskopisch fein 
geflockt erschien, hatte sich der Intensitétswert der Triibung selbst nach 
dieser Zeitspanne noch nicht veraéndert. (Diese Beobachtung ist so zu deuten, 
daB auf eine gewisse Strecke die Abnahme der abgebeugten Lichtmenge 
infolge der Verringerung der Teilchenzahl kompensiert wird durch die 
VergréBerung der reflektierenden Oberflichen.) Nach 45 Minuten war 
noch nicht die geringste makroskopisch sichtbare Veraénderung eingetreten. 


Edestintriibung Nr. II. 11 cem der Edestinlésung + 17 cem Aqua dest. 
+4cem Sulfosalicylséurelésung. Konzentration an Edestin demnach 
gleich 50° der Edestintriibung Nr. 1. Standardtriibung links auf 15 mm 
fixiert. 

Zeit nach Reagenzzugabe 2 5 10 15 20 30. 50 90 Minuten 
Abl. am rechten Fenster 
(Durchschnittswerte) . 34,8 34,2 34,5 34,5 34,1 34,6 34.3 34,5 mm 


Hier war auch nach Verlauf von 90 Minuten noch nicht die geringste 
Flockung eingetreten. Es ist bemerkenswert, dal die bei anderen Substraten 
beobachtete anfaingliche Zunahme der Triibungsintensitét bis zu einem 
Grenzwert hier entfallt. Weit iiber die erforderliche Zeit hinaus ist die 
erzeugte Triibung stabil und gleichférmig, so daB die Messung der Triibung 
nach Beendigung von Fermentversuchen zu einem beliebigen Zeitpunkt, 
jedoch innerhalb der ersten Stunde nach Reagenzzugabe vorgenommen 
werden kann. 


Proportionalitadt zwischen Triibung und Konzentration. 


Zur Priifung dieser Frage wurde eine Reihe von sogenannten .,Modell- 
spaltungen** vorgenommen, bei denen der im wirklichen Fermentversuch 
beobachtete Ausschlag, der auf dem Verschwinden des Substrats unter dem 
Angriff des Enzyms beruht, ersetzt wird durch Variierung der Substrat- 
mengen unter Konstanthaltung aller tibrigen Bedingungen. 


Beispiel einer Modellspaltung. 


Spaltungsansatz. 5ccm m/7 Veronalacetatgemisch 12,.4cem n/ 10 

HCl + 20,5ceem Edestinlédsung (entsprechend etwa 7Tecem n/1l0 HCl) 

Aqua dest. zu 46ccem. Das px des Gemisches (Veronalacetat-H Cl- 
Puffer nach Michaelis (12) betragt etwa 2. 


Auffiill-Lésung. Gileiche Zusammensetzung wie der Spaltungsansatz, 
jedoch an Stelle der Edestinlésung 20,5 cem 0,03 n HCI. 


Fermentlésung. Normaler Glycerinextrakt aus Kaélbermilz nach Wald- 
schmidt-Leitz und Deutsch ( 1%), auf das dreiBigfache Volumen mit Aqua dest. 
verdiinnt. «In dieser Verdiiinung macht sich die ‘Twiibung, die ‘das Eigen- 
eiweiB des Extrakts mit Sulfosalicylséure liefert, nicht mehr st6rend merkbar. 
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Zur nephelometrischen Analyse wurden die unten 
im Volumen von je 5ccm mit 


13 cem 


Aqua dest. und 4 ccm der Sulfosalicylséurel6sung versetzt und nach etwa 
10 Minuten im Nephelometer gegen Abnahme Nr. | als Standard (Edestin- 


wurden in 





gehalt als 100°, angesetzt) verglichen. Alle Bestimmungen 
Parallelen ausgefiihrt. 
1 2 3 4 5 6 
Edestin 
Spaltabnahmen : 100 %); 88,8 ©); 77,7 © 66,6 95,5 0 44,4 
Spaltungsansatz 45ceem, 4,0cem  3,5cem| 3,0cem 2,5cecem) 2,0cem 
Auffillésung . oe » mo . 1,0 1,5 2,0 25 . 
05 , O58 , 05 , 0,5 0,5 0,5 


Fermentlésung . . 


Volumen: 








Durchschnitts-{ *) 
werte der Ab-} ”) 
lesungen im | a) 
Nephelometer | }) 


Mittelwert: 


Scheinbare Sub- 
stratspaltung 
berechnet 
gefunden 


5,0 cem 5,0 eem 


22,1 mm 


20 mm 
20,2 22,5 
| = 


22.3 mm 


11,2% 
10,3 % 


5,0 cem 


25,4mm 





5,0 cem 


28,0 mm 
28,0 


28,0 mm 


33,4 % 
28.6% 


5,0 cem 


35.7 mm 


85,3 


35,5 mm 


5,0 cem 


30.5 mm 


81.0 
30,7 mm 


Wie auch die folgende graphische Darstellung zeigt, ist die Uber- 





einstimmung zwischen den vorhandenen und wiedergefundenen Sub- 
stratmengen bei Anwendung der iiblichen Formel fiir die Ermittlung 

















. Abb. 1. 


Graphische Darstellung der berechneten und der experimentell gefundenen Substratspaltungen 
eines Modellversuchs. 
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der Konzentration aus der Triibungsintensitét so befriedigend, daB 
auf die Konstruktion einer empirischen Eichkurve verzichtet werden 
kann, wenn es weniger auf die Ermittlung absoluter SpaltungsgréBen 
als auf die Vergleichung von enzymatischen Aktivititen ankommt. 

Nachstehend wird an je einem Beispiel die Anordnung fiir An- 
stellung von Spaltversuchen mit Pepsin, Trypsin und Kathepsin 
erlautert : 

Pepsin. 

Aufgabe. Ermittlung des zeitlichen Verlaufs des Abbaues von 

Edestin durch Pepsin bei optimalem px. 


Versuchsanordnung. In einen MeBzylinder von 50 cem Volumen werden 
5eem m/7 Veronal-Acetatlésung + 18 cem n/10 HCl + 20 cem Edestin- 
lésung (0,1 °,ig), entsprechend 7 ccm n/10 HCl + 3cem Aqua dest. ein- 
pipettiert. Volumen: 46ccem, pu 1.5 (optimal fiir die benutzte Pepsin- 
lésung). Nach Mischen werden 10 ccm fiir zwei Nullabnahmen zu je 4,5 cem 
entnommen, der restliche 1 cem verworfen. Zu den verbliebenen 36 cem 
des Spaltansatzes werden nach Vorwaérmen im Wasserthermostaten bei 
36°C unter Markieren der Zeit 4ccm der Pepsinlésung zugegeben. Hier 
wurde z.B. Kaninchenmagenglycerinextrakt in 50facher Verdiinnung 
benutzt. Nach Ablauf von je 5 Minuten werden dem Gemisch mit der 
Pipette 5ccm entnommen und zur Unterbrechung der Enzymwirkung in 
5cem 0,05 n NaOH einflieBen gelassen. Nach der siebenten Abnahme ver- 
bleiben im MeBzylinder etwa 4 ccm, in denen bequem pR gemessen werden 
kann. Die Abnahmen sind bei allen Methoden derart bemessen, daB sich 
in jeder Probe zu Beginn der Spaltung 2 mg Edestin befinden. 

Nunmehr werden zu den Nullabnahmen, deren EiweiBgehalt gleich 100 °, 
gesetzt wird, je 0,5 cem der Enzymlésung und unmittelbar darauf ebenfalls 
5ecm 0,05n NaOH gegeben. Sodann werden zu allen Proben je 8 ccm 
Aqua dest. + 4ccm Sulfosalicylsturelésung (20° ig) pipettiert. 

(Als Arbeitshilfe fiir rasches Pipettieren der Reagenzien hat sich im 
hiesigen Laboratorium die Benutzung von JLwuerschen Glasinjektions- 
spritzen bewahrt. An Stelle der Kaniile wird eine rechtwinklig gebogene 
diinne Glasréhre mittels einer Schliffverbindung aufgesetzt. Die zu 
pipettierenden Fliissigkeitsmengen kénnen so miihelos bei horizontaler 
Spritzenhaltung abgemessen werden.) 


Ergebnis der Analyse am Nephelometer. 








Zeit der Entnahme nach Versuchsbeginn : 0 Min. 5 Min. 10 Min. 15 Min 
oe 20 mn 218mm § 248mm 30,5 mr 
Durchschnittliche Ablesung - - - 15 = . so 
e ” 
Substratspaltung ........ 83% 194% 34,4 % 
Zeit der Entnahme nach Versuchsbeginn: 20 Min. 25 Min. 30 Min. 35 Min. 


an 36,: 1,8 
Durchschnittliche Ablesung - - “| 36,3mm | 41,8 mm 342mm 384mm 


Substratspaltung ........ | 449% §2,1% 56 % 60,9 % 
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Das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung graphisch dargestellt. 





7] 











Versuchszeit in Min 


Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Edestinaufspaltung durch Pepsin 
(50fach verdiinnter Kaninchenmagenextrakt). Dy 1,5. 


Trypsin. 

Aufgabe. Ermittlung des zeitlichen Verlaufs des Abbaues von 
Edestin durch Trypsin bei optimalem pu. 

Versuchsanordnung. Gleichartig wie unter .,Pepsin‘’ beschrieben, 
jedoch zur Einstellung des optimalen px von etwa 8 an Stelle der 
HCl 4cemn/10 NaOH im Ansatz untergebracht. Als Trypsinl6sung wurde 
Trypsin ,,Fairchild*‘ in einer Verdiinnung von |: 30000 benutzt. Die 
Spaltung wurde wiederum im Wasserthermostaten bei 36° C vorgenommen. 
Die Intervalle der Probeentnahmen betrugen in diesem Beispiel je 10 Minuten. 
Zur Unterbrechung der Enzymwirkung wurden die Proben in 1,5 ccm 
n/10 HC! einflieBen gelassen. Fiir die nephelometrische Analyse wurden 


zunachst den Nullabnahmen je 0.5ccm der Fermentlésung 1,5 cem 
n/10 HCl zugefiigt, sodann in alle Proben je 11,5 cem Aqua dest. 4 ccm 


Sulfosalicylsiure pipettiert. Der Spaltungsansatz war bei dem gewahlten 
pu von etwa 8 zunéchst getriibt, vor der Probeentnahme mu daher gut 
gemischt werden. Im Verlaufe des Spaltversuchs klart sich der Ansatz 
rasch infolge des Verschwindens des Substrats. 


Ergebnis der Analyse am Nephelometer. 





Zeit der Ent- ) 
nahme nach Ver- 0 Min. 10 Min. 20 Min. 30 Min. 40 Min. 50 Min. 60 Min. 
suchsbeginn } 


Durchsechnittl {| 20mm = 28,2mm | 32,6min 37,5mm 





Ablesung [+ 15 , 32mm 36,2mm 41,5mm 
Substrat- || 29.1% |88,7% 46.7% 531% 586% 63.9% 
spaltung ' } 











lit. 
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Die erhaltene Spaltungskurve zeigt die nachstehende Abbildung. 
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Edestinspaltung durch Trypsin. 
(Trypsin ,Fairchild* 1: 30000). py etwa 8. 


Kathepsin. 
Aufgabe. Ermittlung der Aktivitats-py-Kurve des Kathepsins der 
Kalbermilz unter Verwendung von Edestin als Substrat. 


Versuchsanordnung. In eine Reihe von MeBzylindern von je 50 ccm 
Fassungsvermégen werden je 5ccm m/7 Veronai-Acetatlésung, ferner 
variierende Mengen von n/10 HCl bzw. n/10 NaOH zur Einstellung des 
gewiinschten pu, weiterhin je 20ccm der 0,1° igen Edestinlésung (ent- 
sprechend etwa 7 ccm n/10 HCl) pipettiert und mit Aqua dest. zu 46 ecm 
Volumen aufgefiillt. Jedem Ansatz werden 10 ccm fiir zwei Nullabnahmen 
zu je 4,5cem entnommen, der restliche 1 cem verworfen. Zu den ver- 
bliebenen 36 ccm werden 4ccm der Fermentlésung gegeben. (In diesem 
Beispiel auf das dreiBigfache Volumen mit Aqua dest. verdiinnter Normal- 
glycerinextrakt aus Kaélbermilz (14); in dieser Verdiinnung ist ein stérender 
Einflu8 durch das Eigeneiwei8B des Extrakts ausgeschaltet.) 

Die Zylinder wurden nach Zugabe von Toluol mit Kautschukstopfen 
verschlossen bei 37°C im Brutschrank gehalten; auch die Nullabnahmen 
wurden gleichartig behandelt. Die Fermentlésung wurde im Kiihlschrank 
aufbewahrt. 

Nach Verlauf von 18 und 42 Stunden wurden den Spaltgemischen 
je 5cem entnommen. Im px-Bereich von etwa 4 bis 7 ist das Edestin 
schwer léslich und bildet Triibungen oder Flocken in den Spaltgemischen. 
Es muB8 deshalb vor jeder Probenahme gut mit der Pipette gemischt werden, 
worauf sich die Flocken leicht verteilen lassen. Der Flockungsbereich ist 
bei Edestin, verglichen mit Casein, nach der alkafischen Seite zu verbreitert. 
Die Analyse selbst wird jedoch davon nicht beriihrt, da das ausgeflockte 
Substrat vor der Reagenzzugabe durch passend gewaéhlte Salzsiuremengen 
wieder in klare Lésung gebracht wird. Die in diesem Beispiel hierfiir er- 
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forderlichen Sauremengen sind unten aufgefiihrt. Ein Uberschu®8 an Saure 
ist mdglichst zu vermeiden, da die mit Sulfosalicylsiure erzeugte Triibung 
sonst weniger stabil wird. Da die Auflésung des ausgefallenen Edestins 
durch die ausreichende Saéuremenge einige Zeit (bis zu 15 Minuten) er- 
fordern kann, sind vor weiterer Séurezugabe immer einige Minuten ab- 
zuwarten. Tritt trotzdem bei derartigen Ans&étzen wahrend der Messung 
eine makroskopisch sichtbare Vergr6berung der Dispersitét ein, so wird 
davon, wie unter den methodischen Vorversuchen (S. 467) gezeigt wurde, 
das Ergebnis nicht wesentlich beeinfluBt. 

Fir jedes der beiden Probeentnahmeintervalle wird eine der bei 
gleicher Temperatur, jedoch ohne Ferment, aufgehobenen Nullabnahmen 
als Standard verwendet, nachdem kurz vor der Analyse 0,5 cem der Ferment - 
lésung und die gleiche Menge Salzséure zugegeben wurde, die bei der Spalt- 
abnahme zur Auflésung eventuell ausgeflockten Substrats gedient hatte 

Das Volumen aller Proben wird zur Analyse mit Aqua dest. auf 18 cem 
aufgefiillt und nach Zugabe von 4ccm Sulfosalicylsiure mdéglichst an- 
schlieBend nephelometriert. 

In dem in den Zylindern verbliebenen Rest wird pr gemessen. 


Reispiel. 





Spaltung nach 


Nr. Im Ansatz untergebracht || Aussehen Py Zur Analyse ks tied 
18 Std. 42 Std. 
1 18cem n/10 HC! klar 1,46 —- 0%;'0% 
a) 4 , wf , - 1,6 0% 90 %& 
3 Ss ~. m0 . "i 1.7 oe wis % 
4 2. 4° Sees - 2,1 — 0%| 7% 
5 6 0. tribe 3,4 5cem n/100 HCl 216% 27.8% 
6 24, n/10 , flockig 4,55 6 ., n/10 HCl 16,7 % | 24,5% 
7 5 , n/100 NaOH 617 7 , 4/10 HCl oy) ¥ 4% 


Das Optimum der Enzymwirkung lag hier demnach etwa bei py 3,5. 
Die erhaltenen Kurven sind in der folgenden Abbildung wiedergegeben. 
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Abb. 4. Aktivitiits-pq-Kurve von Kathepsin gegeniiber Edestin. 
(30fach verdiinnter Glycerinextrakt aus Kilbermilz.) 
Aus den angefiihrten Beispieler; geht hervor, da Edestin als Sub- 
strat gleicherweice fiir die Untersuchung peptischer, tryptischer und kathep- 
tischer Spaltungen mittels nephelometrischer Analyse brauchbar ist. 
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Zusammenfassung. 

1. Es werden die Griinde erértert, aus denen die Heranziehung 
weiterer Proteine als Substrate fiir die Verfolgung proteolytischer 
Vorgainge auf nephelometrischem Wege erwiinscht erscheint. 

2. Zu den kiirzlich vom Verfasser herangezogenen tierischen 
Organproteinen wird hier als weiteres natives Protein EHdestin aus 
Hanfsamen nutzbar gemacht. Die alteren, vorwiegend fiir klinische 
Zwecke gedachten Methoden von Fuld und Levison, sowie von Ege, 
die ebenfalls mit Edestin als Substrat fiir Pepsinbestimmung arbeiten, 
muBten fiir die Zwecke der Nephelometrie véllig umgestaltet werden. 
Als Triibungsreagens wird Sulfosalicylséure verwendet. Die unter 
Einhaltung der ausfihrlich gegebenen Arbeitsvorschrift erzeugte 
Tribungsreaktion ist, wie gezeigt wird, reproduzierbar, stabil und 
ergibt befriedigende Proportionalitat zwischen Konzentration an 
Protein und Triibungsintensitét im Kleinmannschen Nephelometer. 

3. An Versuchsbeispielen wird belegt, daB Kdestin als Substrat 
fiir die Untersuchung von Pepsin, Trypsin und Kathepsin geeignet 
ist, wodurch ein Vergleich der enzymatischen Leistung der verschiedenen 
Proteinasen gegeniiber dem gleichen Substrat erméglicht wird. 

4. Die ausgearbeitete Methodik ist empfindlich, exakt und ge- 
stattet rasche Durchfiihrung gréBerer Versuchsreihen. In jeder Analysen- 
probe befinden sich bei Versuchsbeginn 2 mg Edestin, deren enzymati- 
scher Abbau mit einer Fehlerbreite von — 5 bis 10°,, je nach der GréBe 
der Ausschlige, verfolgt werden kann. 

Herrn Professor Dr. Michaelis sei fiir sein stetes Interesse bei der 
Durchfiihrung der Arbeit auch an dieser Stelle bestens gedankt. 

Herrn Geheimrat Professor Dr. C. Duisberg, der die Durchfiihrung 
der Versuche durch Verleihung eines Auslandsstipendiums ermdglichte, 
danke ich aufs beste. 
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Beitriige zum Wirkungsmechanismus des Insulins. 


I. Mitteilung: 


Uber die Ammoniakbildung bei Muskelarbeit des Gesunden und des Diabetikers 
und deren Beeinflussung durch Insulin. 


Von 
H. Sehwarz und M. Taubenhaus. 


(Aus der Abteilung fiir Stoffwechsel- und Ernaéhrungsstérungen 
im Krankenhause der Stadt Wien.) 


(Eingegangen am 26. April 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Einleitung. 

Die bisher vorliegenden Untersuchungen tiber das Zustandekommen 
der diabetischen Stoffwechselstérung gestatten noch kein endgiiltiges 
Urteil itiber die grundsatzliche Frage, inwieweit die Hauptsymptome 
dieser Krankheit durch eine Stérung der Verbrennung des Zuckers im 
Gewebe (O. Minkowski) oder durch eine Verainderung der Zucker- 
produktion und Fixation in den Organen (C. von Noorden) bedingt 
sind. Auch die zahlreichen Arbeiten iiber Insulinwirkung konnten 
hier nur die eine Tatsache sichern, daB der Stoffwechsel der Kohlen- 
hydrate im Muskel von entscheidender Bedeutung sein muB. Der 
energetische Ablauf der Muskeltatigkeit wird vorwiegend von den 
Umsetzungen der Kohlenhydrate beherrscht. In den letzten Jahren 
ergab sich jedoch durch die Entdeckung der Kreatinphosphorsaure- 
spaltung (P. und G. P. Eggleton, C. Fiske und Y. Subbarow, O. Meyerhof 
und K. Lohmann) sowie des Adenosinphosphorséurezerfalls (J. K. 
Parnas, G. Embden und Mitarbeiter), daB neben dem Stoffwechsel 
der Kohlenhydrate auch andere Prozesse fiir die Muskeltatigkeit von 
Bedeutung sind. Unsere Fragestellung ging dahin, festzustellen, ob 
die Beobachtung des Stoffwechsels des Phosphorkreatins und der 
Adenosinphosphorséure bei der Muskelarbeit einen Einblick in die 
hier skizzierten Probleme des Diabetes und der Insulinwirkung ge- 
wahren kann. 
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Die im wesentlichen bestehende Intaktheit der energetischen Leistung 
des Diabetikers wird zum groBen Teile auch durch die Verwertung des 
Fettes gewahrleistet. Neben diesem Umstande ware jedoch im Sinne 
unserer Ausfiihrungen die Méglichkeit gegeben, daB beim Diabetes sowie 
bei der Insulinwirkung die Umsetzungen der Adenosinséure und des 
Phosphorkreatins von wesentlicher Bedeutung sind. Fiir eine solche Vor- 
stellung scheinen schon einzelne Hinweise in der neueren Literatur zu 
sprechen. Cathcart, O. Folin, sowie E. P. Underhill und E. J. Baumann 
konnten nachweisen, daB bei kohlenhydratarmer Kost eine Vermehrung 
der Kreatinausscheidung im Harn auftritt. Bei Diabetikern scheint nach 
E.Grafe und Wolf, M. Birger und Machwitz u.a. eine Zunahme der 
Kreatininausscheidung im Harn zu bestehen. S. Thannhauser gibt in 
seinem Buche der Vermutung Ausdruck, daf die vorliegenden Unter- 
suchungen fiir eine innige Beziehung des Kohlenhydratstoffwechsels zum 
Mechanismus des Phosphorkreatins im Muskel sprechen. Auf die Beein- 
flussung der Adenosinphosphorséure beim Diabetes scheinen auch Beob- 
achtungen von M. Taubenhaus und O. Sternberg iiber die ,,Ammoniak- 
muttersubstanz** des Blutes hinzuweisen. 


Die vorliegenden Untersuchungen sollen sich jim wesentlichen mit 
der EinfluBnahme beschaftigen, welche die diabetische Stoffwechsel- 
stérung sowie die Insulinwirkung (und die Adrenalinwirkung) auf den 
Ammoniakumsatz, das ist der Zerfall der Adenosinphosphorséure in 
Ammoniak ‘und Inosinsaéure, ausiibt. Wir hofften auf diese Weise auch 
der Frage naher zu kommen, ob und inwieweit das Phosphorkreatin, 
dessen Umsetzungen nach Embden in einer fixen Kupplung mit der 
Ammoniakbildung stehen, bei der Arbeitsleistung des Diabetikers 
energetisch bedeutungsvoll sind. 


Methodik. 


J.K. Parnas, W. Mozotowski und Lewinski fanden, daB nach einer 
etwa 5 Minuten dauernden Arbeit, die in Plastellinkneten bestand, der 
Ammoniakgehalt des Venenblutes von dem durchschnittlichen Ruhewert 
(etwa 0,05 mg-°,, NH,-N) betrachtlich ansteigen kann (bis 0.25 und mehr). 
Die Erhéhung des Ammoniakgehaltes findet bei dieser Anordnung aus- 
schlieBlich im Stromgebiet des arbeitenden Armes statt. Untersuchungen 
die gleichzeitig am nicht arbeitenden Arm vorgenommen wurden, ergaben 
einen normalen Ammoniakgehalt im Blute der Vena cubitalis. Die Ver- 
anderung im Blutammoniakgehalt bei der Arbeit wird offenbar in ganz 
kurzer Zeit ausgeglichen und Versuche von Parnas und Mitarbeitern bei 
leichterer allgemeiner Arbeitsleistung (65 Sekunden .,standing running‘‘) 
ergaben, daS unter solehen Bedingungen keine sicheren Unterschiede im 
Ammoniakgehalt des Armvenenblutes auftreten (vgl. auch D. Adlersberg 
und M. Taubenhaus). 


Fiir unsere Versuche am gesunden und kranken Menschen schien uns 
besonders die Anordnung von J. K. Parnas und Mitarbeitern (Muskel 
eines Armes und Untersuchung des Blutes der Armvene) geeignet. Aus den 
Tabellen vog Parnas geht hervor, daB bei ungefahr gleicher Arbeitszeit 
und Arbeitsintensitaét die Erhéhung des Blutammoniaks in der Cubitalvene, 
ausgenommen einen einzigen Fall, einen konstanten Wert erreichte. 
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Wir suchten zunichst festzustellen, inwieweit die von Parnas und 
Mitarbeitern erhobenen Befunde allgemein zu Recht bestehen. Fiir diese 
Beobachtungen wurde das Blut der ungestauten Vena cubitalis, und zwar 
vor und nach der Arbeit immer derselben Vene entnommen, mit Lithium- 
oxalat ungerinnbar gemacht und in einer 2 cem-Probe sofort die Ammoniak- 
bestimmung nach J. K. Parnas und J. Heller durchgefiihrt. Gleichzeitig 
mit der Blutentnahme fiir die Ammoniakbestimmung wurde aus der Finger- 
beere Blut fiir die Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen entnommen. 
In vielen Fallen untersuchten wir auch den anorganischen Phosphor im 
Gesamtblut. Die dazu verwandten Blutproben wurden ohne Oxalzusatz 
aufgefangen und sofort zum Teil nach der Methode von ell-Doisy, zum Teil 
nach der Lohmannschen Modifikation der Methode von Fiske und Subbarow 
die Phosphorbestimmung gemacht. Diese Versuchsreihen wurden in 
Gemeinschaft mit Frau Dr. Rappaport und Frau Dr. Steinig ausgefiihrt. 


Die in den Tabellen I, 11] und V zusammengestellten, an 13 Stoff- 
wechselgesunden gewonnenen Versuchsergebnisse zeigen, dab bei einer 
durehschnittlich 6 bis 7 Minuten dauernden Arbeit (die in Teigkneten 
bestand) die NH,-N-Werte im Blute von dem durchschnittlichen 
Ruhewert von etwa 0,05 mg-°,, auf bis tiiber 0,2 mg-°,, ansteigen. Diese 
Untersuchungen wurden an niichternen Menschen ausgefiihrt. Die 
Konstanz der Blutammoniakerhéhung bei der Arbeit im Blute des 
arbeitleistenden Armes wurde an vier Diabetikern besonders untersucht, 
bei welchen der Ruhewert, der Wert nach 6 Minuten Arbeit und der 
Ammoniakgehalt des Venenblutes nach einer 20 bis 25 Minuten der 
ersten Arbeitsleistung folgenden Arbeit studiert worden ist (Tabelle I). 
Der Ruhewert vor dieser zweiten Muskelleistung ist in den Tabellen 
nicht aufgenommen, da wir aus anderen Beobachtungen wissen, dal} 
nach dem betreffenden Zeitraum von etwa 25 bis 20 Minuten der Ruhe- 
wert im Blute wieder normal ist. Bei diesen Beobachtungen zeigte 
es sich, daB die zweite Arbeitsleistung nahezu regelmaBig von der 
gleichen Ammoniakerhéhung begleitet ist, wie wir sie bei der ersten 
feststellen konnten. Im gleichen Sinne sprechen auch Erfahrungen 
an Versuchen, bei welchen Adrenalin oder Insulin in nicht wirksamen 
Dosen verabfolgt worden war (Tabelle VI, die Versuche sind aus anderen 
Griinden durchgefiihrt). Wir konnten hierbei bei sechs Nichtdiabetikern 
und einem Diabetiker gleichfalls eine Konstanz der Werte bei wieder- 
holten, in kurzen Zeitabstinden folgenden (25 Minuten) Arbeits- 
leistungen nachweisen. 

Die Steigerung des Blutammoniaks wahrend der Arbeit hangt ihrer 
absoluten GréBe nach sicherlich von einer Reihe von Faktoren ab. Bei 
Inanspruchnahme einer beschraénkten Anzahl von Muskelgruppen, wie 
sie bei der von uns notwendigerweise gewahlten Arbeit vorliegt, spielt 
sicherlich nicht nur die muskulére, sondern auch die zentrale Ermiidung 
eine maBgebende Rolle. Bs ‘ist deshalb auBerordentlich schwierig, die 
Arbeitsleistung der Geschwindigkeit und gleichzeitig der absoluten Intensitat 
nach bei verschiedenen Menschen gleichartig zu gestalten. Dieser Umstand 
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war die Ursache, weshalb wir von 
einer genau zahlenmaBig  feststell- 
baren Arbeit absahen und vielmehr 
die beschriebene Arbheitsmethode in 
Anwendung zogen. Verschiedene Funk- 
tionstiichtigkeit der tatigen Musku 
latur bzw. Ungleichartigkeit der arbei- 
tenden Muskelmassen miissen sich 
gleichfalls in irgendeiner, bei der 
gegenwartigen Kenntnis dieser Vor- 
gainge nicht klarzustellenden Weise 
auswirken. Eine weitere, sehr wesent- 
liche 'Tatsache ist, daB das untersuchte 
Blut der Vena cubitalis nicht nur 
den Muskelgebieten entstammte, son- 
dern ein Mischblut aus Haut, Fett- 
gewebe usw. Durchblutung _bildet. 
Wenn auch die itiberwiegende Ver- 
mehrung des Blutstroms im arbei- 
tenden Muskelgebiet einer ungleich- 
artigen Durchmischung des Blutes 
entgegenwirkt, mu diese Mdéglich- 
keit beriicksichtigt werden. 

Die von uns beobachtete Kon- 
stanz der Ammoniakerhéhung im 
Blute des arbeitenden Armes schien 
eine Gewahr dafiir, daB durch die 
geschilderte Arbeit bei entspre- 
chender Beobachtung des Blutes 
klarere Vorstellungen iiber die Am- 
moniakbildung im Muskel gewonnen 
werden kénnen. 


I. Versuche iiber die Ammoniakbildung 
bet Diabetikern bei der Muskelarbeit. 


Die Ammoniakbildung _ bei 
muskularer Tatigkeit wurde an 
20 Diabetikern verschiedener diate- 
tischer Einstellung und Schwere des 
Verlaufs untersucht, die zum Teil 
mit Insulin, zum Teil ohne Insulin- 
medikation behandelt waren. Es 
handelte sich dabei in einigen 
Fallen um ganz unvorbehandelte 
Kranke,’ welche zur Untersuchung 
herangezogen wurden. 
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Das Resultat der zunachst vorgenommenen Untersuchung des 
Ruhewertes bei diesen Kranken ist in den Tabellen I, III und V ersicht- 
lich. Die Zahlen fiir das Ruheammoniak im Venenblut stimmen 
zumeist mit den friiher erwahnten Durchschnittswerten bei Nicht- 
diabetikern tiberein. Es bestehen Schwankungen zwischen 0,021 und 
0,069 mg-°,, NH,-N. Nur in zwei Fallen (Fall 13 und 22) bestanden 
Ruhewerte von 0,075 bzw. 0,115 mg-°,. Die kleineren Unterschiede 
diirften wegen der absolut genommen niedrigen Werte zum betracht- 
lichen Teil mit den Fehlerquellen der Methoden zusammenhiangen. Es 
besteht jedenfalls keinerlei Beziehung zwischen der Art und Schwere 
der diabetischen Erkrankung oder etwa dabei vorliegender Azidose 
und der GréBe des Ammoniakgehalts. Auch die etwas aus der Reihe 
fallenden Zahlen, insbesondere Fall 22, sind keiner klaren, mit der 
diabetischen Stoffwechselstérung zusammenhangenden. Erklirung zu- 
ganglich. 

Der Anstieg des Blutammoniaks bei der Muskelarbeit von Diabe- 
tikern ist in denselben Tabellen zusammengestellt. Die Arbeit war dabei 
gleichartig der im Abschnitt Methodik geschilderten gehalten. Die 
Arbeitszeit betrug im Durchschnitt genau so wie bei den Normalfallen, 
etwa 6 Minuten. Das Maximum der Werte betragt 0,35 mg-°,, das 
Minimum lag, ausgenommen drei Fille (Nr. 1, 2 und 5), iiber 0,1 mg-°,. 
Bei einem dieser Falle (Nr. 5) war augenfallig, zum Teil wegen schlechten 
Allgemeinzustandes, die Arbeit nicht intensiv ausgefiihrt. Nur in 
einem einzigen Falle (Nr. 22), es ist dies derselbe, welchen wir 
wegen seines abnormen Ruhewertes hervorgehoben, trat keine Steige- 
rung des Blutammoniaks in der Vene des Arbeit leistenden Armes 
auf. 

Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daB bei Diabetikern die 
Muskelarbeit zu einer annahernd gleichen Erhéhung des Blutammoniaks 
fiihrt, wie die gleiche Arbeitsleistung bei Nichtdiabetikern. Diese 
Reéesultate bedeuteten fiir uns insofern eine Enttaéuschung, als sich 
ein entscheidender Unterschied, der etwa auf eine Stérung im Ver- 
halten der Adenylsdéurespaltung bei Diabetikern hinweist, nicht 
feststellen lie. Bei der Beurteilung unserer Ergebnisse miissen wir 
jedoch beriicksichtigen, daB wir im Blute nicht die gesamten Ver- 
iinderungen antreffen miissen, die die Ammoniakbildung in der 
Muskulatur selbst zeigt, Es ware somit immerhin die Méglichkeit 
gegeben, da feinere Unterschiede des Stoffwechsels der Adenylsaure 
bei der Muskelarbeit in der Muskulatur selbst bestehen. Um der 
Frage naher zu kommen, ob und inwieweit sich Zusammenhange 
zwischen Kohlenhydratstoffwechsel, besonders auch beim Diabetiker, 
sowie dem Ammoniakstoffweehsel finden, untersuchten wir die 
Arbeit unter Insulinwirkung bei stoffwechselgesunden und zucker- 
kranken Menschen. 
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11. Uber die Wirkung des Insulins auf die Ammoniakbildung bei der Arbeit. 

Besteht ein Zusammenhang des Umsatzes der Kohlenhydrate 
und der Ammoniakbildung der arbeitenden Muskulatur, so miibte 
sich solches besonders durch die EinfluBnahme des Insulins erweisen 
lassen. Zum Studium dieser Frage wurden Untersuchungen mit der 
von uns kritisch besprochenen Arbeitsmethode ausgefiihrt. Bei 
niichternen, ruhenden Patienten wurde der NH,-Ruhewert, sodann 
der Wert nach der Arbeit, sowie der Ammoniakwert nach genau der- 
selben Arbeit unter Insulin bestimmt. Die Arbeitsversuche mit und 
ohne Insulin sind stets hintereinander am selben Tage durchgefiihrt. 
Die Zeitintervalle und die verabfolgten Insulindosen gehen aus den 
Versuchsprotokollen hervor. 

Um die Intensitat der Insulinwirkung und ihren zeitlichen Ablauf 
festzuhalten, untersuchten wir gleichzeitig mit dem Ammoniak den 
Blutzucker (die Blutabnahme erfolgte von dem_ nichtarbeitenden 
Arm), sowie im Blute, das fiir die NH,-Bestimmung entnommen, 
in einigen Fallen nach den oben geschilderten Methoden, den anorgani- 
schen Phosphor. Diese Versuche wurden bei 16 Diabetikern verschie- 
dener Einstellung und Schwere (mit und ohne Insulin behandelt), sowie 
an 8 Nichtdiabetikern ausgefiihrt. Bei einigen Beobachtungen handelt 
es sich um Selbstversuche. Es ergaben sich fast ausnahmslos eindeutige 
Verhaltnisse, so daB wir die Ergebnisse kurz fassen kénnen. Jn allen 
Fallen, ausgenommen Fall 19 und 21, trat bei der Arbeit nach Insulin 
eine weit geringere Erhéhung des Blutammoniaks auf als bei derselben 
Arbeitsleistung, die ohne Insulin durchgefiihrt worden ist. Bei drei Fallen 
(5, 13 und 29) war sogar unter der Insulinwirkung tiberhaupt keine 
Erhéhung des Blutammoniaks bei der Arbeit gegeniiber dem Ruhewert 
aufgetreten. Bei zwei von diesen Fallen sank der Blutzucker ganz be- 
trichtlich ab, und der eine Patient zeigte wahrend der Insulinarbeits- 
priifung leichte hypoglykamische Symptome, die jedoch seine Arbeits- 
fahigkeit als solche nicht beeintrachtigten. Die Verminderung des 
Blutammoniakgehalts nach Insulin und Arbeit gegeniiber den Re- 
sultaten der Arbeitsleistung vor Insulin betragt etwa 50°,. In einzelnen 
Fallen zeigte sich zunachst unter der Insulinwirkung keine Veranderung 
der Ammoniakerhéhung bei der Arbeit (28). Wurde die Arbeit jedoch 
einige Zeit spater, also in einem spateren Stadium der Insulinwirkung 


wiederholt, so ergab sich eine ausgesprochene Verminderung der 
Ammoniakbildung. Aus unseren Versuchsprotokollen geht beweisend 
hervor, da bei fast allen untersuchten Fallen ein unbedingter Zusammen- 
hang zwischen der blutzuckersenkenden Wirkung des Insulins und den 
hier beschriebenen Verdnderungen der Ammoniakbildung bei der Arbeit 
besteht. Beziiglich des Einflusses des Insulins auf den Ammoniak- 
stoffwechsel lieBen sich durch unsere Beobachtungen keine prinzipiellen 
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Tabelle II. Einflut 


des 





Vor Insulin 
Ver- Vor der Arbeit ov Nach de 
such Datum Name Diagnose — Blut og 
NH3-N| P| gucker|| Arbeit | NH3-N 
Nr mg-°/9 mg-°/9 | mg-°/9 Min. mg-° g 
5 25.XII. Weisch., o, 53 J. Diabetes mell. 0,031 — — 5 0,062 
6 | 26. XII.) Sin. 9, 22 J. * » < 0,05 — - 
26. 31.' . 0,021 - 231 8 0,111 
7 26.XI0. Sered., oo, 3640. ‘ ‘ 0,045 5 0,158 
8 26.XII. Herbst, o, 20J. “ “ 0,038 “= 5 0,163 
9 | 22. XH.) Pop., 9, 56 J. “ ” 0,041 — 203 5 0,225 
10 || 27. XII. Schif., g¢, 21d. - ™ 0,035 - — 6 0,151 
11 3. I. Gech, o, 35. 4 ™ 0,052 132 7 0,220 
12 5. 1) Mal. co, 66 J. 7 ‘ 0,035 6 0,192 - 
13 S.. & tee, Si J. " = 0,075 —_ 251 7 0,191 
14 8. I.| Weitz, of, 50J. < = 0,047 245 6 0,263 
15 3. LL) Kiissl., o, 634. Uleus ventr. ? 0,040 . 6 0.159 
16 a | = * 0,047 — 7 0,166 
17 9 | Dr. Z, of, Bid. Normal 0,081 53 107 10 0,246 4. 
18 10. IL. Grabm., 2, 273. Chron. Obstipat., 0,028 4,14 112 6 0,216 34 
, on Chron. Opstipat. » 
9 ( 3 ] P ad )2: ( 9 ) 
© 623.: ©) Velt., &, 7 J. ah heeeie 0,023 4,91 101 6 0,12 42 
2 12. L; Mat, &, 24 J. Diabetes mell. 0,038, 5,57 161 6 0,136 53 


Unterschiede zwischen normalen und zuckerkranken Menschen fest- 
stellen. Obwohl beim Normalen weit geringere Insulindosen angewendet 
wurden (16 bis 20 Einheiten) als bei den diabetischen Kranken, traten 
bei ihnen zumeist die hypoglykamischen Symptome viel friiher auf. 
Dementsprechend konnten wir auch bei Nichtdiabetikern die Wirkung 
des Insulins auf die Ammoniakbildung kiirzere Zeit nach der Insulin- 
verabfolgung feststellen. Sonst zeigte sich jedoch, wie bereits erwahnt, 
kein Unterschied zwischen Diabetiker und Nichtdiabetiker. Nur ganz 
vereinzelt sahen wir Ausnahmen, wie erwahnt im Falle 19 und 22. 
Die Bewertung des Falles 19 ist nicht méglich, da die eine Blutzucker- 
bestimmung verungliickte; der Fall 22 zeigte zur Zeit der Arbeits- 
prifung nach Insulin noch keine Senkung des Blutzuckers. Um den 
strengen Parallelismus zwischen der Intensitét der Insulinwirkung 
mit der beobachteten Beeinflussung des Ammoniakstoffwechsels be- 
sonders zu demonstrieren, wollen wir hier noch auf den Fall Sered. ver- 
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nfluti deff sulins auf die NH,-Bildung. 





Nach Insulin 





h de Zeit Vor der Arbeit Nach der Arbeit Harn Acet- 
nachher cin Dauer zucker stent 
der Blut- 24 Std. Aceton essig- Bemerkungen 
s-N NH,-N| P || Arbeit ||NH3-N) P| gueker saure 
zi g Min. mg-°/, mg-9/)! Min. || mg-°/) mg-9/, mg-° £ 
62 4 20—30 0.036 _ 5 0.038 _ 0 0 0 Blutzucker am Vor 
: tag 164 mg-°, 
: 2%  380—40 0,04 5 0,025 - — 62 +4 Abwechselnd recht: 
11 6 40—50 0.028 A 7 0.071 es 31 und linke Hand 
58 6 40—50 0,032 5 0,163 0 0 0 Blutzucker 2 Tagi 
spiter 193 mg-° 
63 is 20—30 0,04 —_— 7 0,10 - ) ' Blutzucker am Tage 
A: ‘ ( ( ( nachher 233 mg-° 
70 - _ 61), 0,11 Abwechselnd rechte 
pe = ; d ke 
25 i8 95 , ‘ 51, 0.106 1—8 0 0 und lin 
1 0» 40-45 0,04 - 8 0,102 8 
20) is 30—40) 0,073) — | 7 0,128 98 164 /+++ 4 Abwechselnd rechte 
é ; und linke 
2, - 0) 35 0,026 — 64, 0,09 0 (0 0 
— 7 0,085 59 : 
; 9 4 
I 1 6 — 6 0,062 57 os 
53 I; si 7 0,097 — 87 33 0 0 
9 16 = 6 0.128 0 0 0 Nach dem 
essen 
6 0 35 — - | 7 0,101 60 0 0 0  Niiehtern 
16 48 16 45 . 10 0.160 3.5 76 0 0 0 Letzte Entnahme zu 
Beginn des hype 
ies b: givkim. Zustand: 
163 16 25—35' 0,041 3,96 6 0,097 2,94 87 0 0 0 
2 AE ig 25 — 5 0,188 434 — 0 0 0 
6 SSE 29 65 —|—j|6 0,087 441 73 2 0 





weisen. Bei diesen Patienten zeigte sich in einem Versuch am 26. De- 
zember (Nr. 7, Tabelle II) etwa 50 Minuten nach Insulin bei der Arbeit 
die ndrmale Erhéhung des Blutammoniaks. In einem zweiten Versuch 
am 13. Januar (Nr. 21, Tabelle IIL) etwa 75 Minuten nach der Insulin- 
verabfolgung bestand eine wesentlich geringere N H,-Erhéhung bei der 
Arbeit, als sie bei der gleichen Muskelleistung vor Insulin gefunden 
wurde. In diesem Versuch bestand auch ein erhebliches Absinken des 
Blutzuckers von 214 auf 110 mg-°,. 

In 13 Versuchsreihen beobachteten wir gleichzeitig mit dem Blut- 
zucker und dem Blutammoniak bei der Arbeit vor und nach Insulin 
auch den anorganischen Phosphor. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind in den gleichen Tabellen zusammengestellt. 

Die von uns gewahlte Arbeit fiihrt zumeist zu einer mabigen 
Erhéhung des anorganischen Phosphors im Blute. Die Abweichungen 
vom Ruhewert sind indes unbetrachtlich; in einzelnen Fallen kommt 
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Versuch 


Vor Insulin 


Vor der Arbeit Nach der Arbeit 


Datum Signa Diagnose "= en 5 " 3 
NHj-N| P| sucker | 24 /NHs-N| PB | SME 6 
mg-°/9 | mg-°/9 > mg-°/9 Min. mg-9/, mg-9/9 mg-9, 
13. I. Sered., Diabet. mell. 0,026 4,4 214 6 0,35 5,3 — 24 
a, 36J 

14. I.) Wee., . . 0,115 3,6 235 6 0,107 4,2 - 24 
a, 38 J 

16. I.) Sin., a » 0,069 4,5 138 6 0,236 4.6 - 40) 
22 J. 

21. I. Andre., " id 0,027 4 279 6 0,180 33 _ 2) 
o, 24 J. 

u22. I.) Zin, ‘ “i 0,045 4 146 6 0,30 4 ~- 18 
of, 24 J. 

23. I.| Gat, Acromegalie 0,046 3,57 90 || 6 |0,175| 3,8 _ 16 
o, 30 J. 

24. I. Schat., Mb. Wilson 0,053 2,76 6 0,143 2,95 — 16 
o, 34 J. 

26. I. Dr. Schw., Normal 0,046 1.8 120 5 0,192 1,8 — 16 
o, 32 J. 

27. Li &r. X. ‘s 0,042 2.6 120 6 - 3,4 = 16 
9, 36 J. 

8. IT. L., Gastritis, 0,017 — 84 6 0,233 ~~ -- 20 

oa, 40 J. Apicit. { 


sogar, wie die Tabellen zeigen, eine geringgradige Erniedrigung der 
Phosphorwerte vor. Diese Resultate stehen mit den Angaben der 
Literatur in Ubereinstimmung (N. P. Rjabuschinski, G. Embden und 
E. Grafe, Haward und Reay). 


Bei unter Insulinwirkung durchgefiihrter Arbeit fanden sich 
haufig ganz betrachtlich niedrigere Werte fiir den anorganischen Phos- 
phor im Blute. Wir waren allerdings nicht in der Lage, unmittelbar 
vor der Insulinarbeit den Ruhephosphorwert nochmals zu bestimmen, 
weil wir die Venenpunktionen nicht noch mehr vermehren wollten. 
Nur in einem einzigen Falle ist ein solcher Ruhewert festgestellt worden 
(Fall 18). Wie zahlreiche Autoren fanden (G. A. Harrop und EF. M. 
Benedict, H. Staub, F. Giinther und V. Fréhlich, C. H. Best, Barenscheen 
und Popper, sowie Macleod, Eadie und Noble u. a.) tritt unter der Ein- 
wirkung des Insulins eine betrachtliche Erniedrigung des anorganischen 
Phosphors im Blute bei gleichzeitiger Verringerung der Phosphorsaure- 
ausscheidung im Harn auf. Aus unseren Versuchen kann nur das eine 
geschlossen werden, daB auch unter den Bedingungen der Muskel- 
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Nach Insulin 5 ~ Nach Glucose 
| fe | 8/3 - Le 
Nach der Arbeit s+ =i ss Nach der Arbeit Ex Acet- 
Bars on thee ee 25 2 . - == Aceton essig- 
. Blat- uN = S Il os . . Blut- = atare 
NH ;-N P zucker 3 = N H,-N I zucker fur 
g-°/o | mg-°/9 meg-9/, g Min. Min. mg-®/g mg-°/, mg-® g 
0177 5 110 4 15 | 6 | 0,145) 5 54 14 0 0 
0,097 | 3,7 224 25 25 6 | 0,10 3,6 - 30 0 0 
per os 
0,126, 3,4 58 25 20 6 | 0,079) 31 45 0 0 0 
per os 
0,107 3,2 146 25 40 6 | OA7 3,3 198 26 -) 4 
per os 
0170 3,6 133 25 | 85; 6 | 0,10 5 98 | 0 0 0 
per os 
- 3,5 88 50 30 6 | 0,074) 3,3 77 | 4 
per os 
_. — 50 30. «6©66—| «OO,11 2,7 
per os 
0,175| 1,88 | 110 84 30. S66 ||: 0,20 1,5 202 
0,075) 1,24 99 | per os 
0,047 1,7 61 156 45 6 | 0,19 2.6 105 
per os 
0.077 _ 67 86 40 | 6 | 0,206' — 155 
per os 


leistung eine Verminderung der Phosphorwerte gegeniiber den Werten 
vor der Insulinwirkung besteht (eine Ausnahme bei Fall 21). Die Senkung 
des anorganischen Phosphors, die wir nur gleichzeitig mit der Arbeit 
verfolgen konnten, tritt nach Insulin, wie schon von verschiedener 
Seite festgestellt, in bestimmtem Zusammenhang mit der Verminderung 
des Blutzuckers auf. Aus unseren Versuchen geht hervor, daB gleich- 
zeitig mit der Phosphorsenkung auch die beschriebene Abnahme der 
Ammoniakbildung bei der Muskeltatigkeit besteht. 


5 . . y*, = - . . 
111. Uber die Reversibilitat der verdnderten Ammoniakbildung unter Insulin. 


Besteht unsere Annahme zu Recht, daB dem Insulin entsprechend 
unseren groBen Versuchsreihen ein bedeutsamer EinfluB auf die Am- 
moniakbildung bei der Muskelarbeit zukommt, so miiBten wir in der 
Lage sein, bei Aufhebung der Insulinwirkung durch Zuckerzufuhr eine 
Reversion des Vorgangs in dem Sinne zu erzielen, daB sich sodann wieder 
normale Ammoniakbildungsverhaltnisse im Muskel einstellen. 
allerdings auch die Méglichkeit gegeben, daB durch das Insulin eine se 
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weitgehende Veranderung der Adenylsaure auftritt, daB eine zur Norm 
zuriickkehrende Ammoniakabspaltung kiirzere Zeit nach Insulin nicht 
mehr méglich ist. 

Unsere Beobachtungen wurden zum gréBten Teil bei peroraler 
und nur in einem einzigen Falle nach intravenédser Kohlenhydratzufuhr 
durchgefiihrt. Die Versuchsanordnung war die gleiche wie sie fiir das 
Studium der Insulinwirkung angewendet wurde, nur daB noch eine 
weitere Arbeitspriifung nach der Zuckerzufuhr vorgenommen worden 
war. Die Ergebnisse dieser Beobachtung sind in Tabelle III zusammen- 
gestellt. 


An zehn Fallen sind solche Versuche ausgefiihrt. Es handelte sich 
dabei um fiinf Diabetiker und fiinf Nichtdiabetiker. Von den Diabetes- 
fallen zeigte Fall Nr. 24 nach Insulin einen Abfall der Ammoniakbildung 
wahrend der Arbeit betrachtlichen Grades, und gleichzeitig sank auch der 
Blutzucker um etwa 130 mg-°, ab. Nach Zufuhr von 25 g Traubenzucker 
per os, 40 Minuten spiater, erfolgte eine Erhéhung des Blutzuckers um 
50 mg-°, (iiber dem Insulinwert), und gleichzeitig damit stieg die Ammoniak- 
vermehrung auf die Werte vor der Insulinwirkung (0,180 vor Insulin, 
0,170 nach Zuckerzufuhr). Bei den anderen vier Fallen von Diabetes, 
von welchen sich der eine (Fall Nr. 22), wie wir bereits wiederholt hinwiesen, 
anders verhielt, traten trotz Zuckerzufuhr (in Fall Nr. 21 20 cem 20 °,iger 
Traubenzuckerlésung intravenés, in den anderen 25g Glucose per os) bei 
der Muskelarbeit nur geringe, den Werten unter Insulinwirkung vergleich- 
bare Ammoniakmengen im Blute auf. In drei von diesen vier Fallen (bei 
Fall Nr. 22 wurde der Blutzucker am Schlu8 nicht untersucht) war trotz 
der Zuckerzufuhr kein Anstieg des Blutzuckers, sondern vielmehr ein 
betrachtlicher weiterer Abfall desselben zu beobachten. Es war somit 
die Zuckerzufuhr bei diesem Patienten nicht geniigend, um die Insulin- 
wirkung aufzuheben. Es handelte sich um gut eingestellte Diabetiker, bei 
welchen wir absichtlich keine zu groBen Zuckermengen zufiihren wollten. 
Von fiinf Nichtdiabetikern zeigten drei, bei welchen zur Aufhebung der 
Insulinwirkung betrachtliche Kohlenhydratmengen gegeben wurden (ent- 
sprechend 85 g Glucose und mehr) und die Untersuchung 30 bis 45 Minuten 
nach dieser Zuckergabe erfolgte, wieder eine normale Ammoniakbildung 
bei der Muskelarbeit, d. h. die gleichen Ammoniakwerte wie bei der Arbeit 
vor Insulin. Der klare Zusammenhang zwischen Ammoniak- und Kohlen- 
hydratstoffwechsel geht in besonders schéner Weise aus dem Selbstversuch 
von Schwarz hervor. Die Arbeitsleistung bewirkte in diesem Falle einen 
Anstieg des Ammoniaks im Blute auf nahezu das Vierfache. Nach Insulin 
(35 Minuten) war der Ammoniakgehalt bei der Arbeit, gegeniiber dem 
ersterwéihnten Wert nicht wesentlich verindert. Es war jedoch zu dieser 
Zeit noch immer ein Blutzuckerwert von 110mg-°, zu _ verzeichnen. 
60 Minuten nach der Insulinapplikation traten bei einem Blutzucker von 
99 mg-°,, Zeichen leichter Hypoglykamie auf. Die zu dieser Zeit aus- 
gefiihrte Arbeit ergab eine ganz erhebliche Verminderung der Ammoniak- 
bildung (von 0,175 vor Insulin auf 0,075). Die Zuckerzufuhr bedingte nach 
30 Minuten eine Erhéhung des Blutzuckers auf 202 mg-°,. Die in diesem 
Stadium vorgenommene Arbeitspriifung zeigte eine fast vollkommen 
genaue Ubereinstimmung der Ammoniakwerte mit den Werten vor Insulin 
(0,192 bis 0,200). Abb. 1 veranschaulicht die dabei erhobenen Befunde. 
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Bei Fall Nr. 29 (Oberschwester der Abteilung) bestand nach Insulin 
iiberhaupt keine Vermehrung des Ammoniaks gegeniiber dem Ruhewert. 
(Diese Untersuchung wurde bei leichter, mit Schwitzen und geringgradigem 
Zittern verbundener Hypoglykaémie ausgefiihrt. Die Arbeitsintensitaét war 
durch die Hypoglykamie in keiner Weise sichtbar betroffen.) 45 Minuten 
nach Zuckerzufuhr stieg der Blutzucker von dem hypoglykaémischen Wert 
61 auf 105mg-°, an. Die zu dieser Zeit geleistete Arbeit brachte eine 
Steigerung des Blutammoniaks auf nahezu das Fiinffache. 

Bei den zwei anderen Nichtdiabetikern war nach der Zuckerzufuhr 
keine Reversion der Ammoniakbildung aufgetreten. Bei dem einen handelte 
es sich um eine von verschiedenen Seiten sicher diagnostizierte Wilson sche 
Erkrankung. Bei dem anderen Fall war trotz Zuckerzufuhr (50 g¢ Glucose) 
der Blutzucker noch weiter abgesunken (30 Minuten nach der Zufuhr). und bei 
dem Patienten traten ausgesprochene Symptome von Hyperglykamie auf. 

In den von uns hier besprochenen Versuchsreihen bestand nicht 
immer eine Reversion der Insulinwirkung in bezug auf den von uns 
beschriebenen Vorgang. Bei den Fallen, die ein solch negatives Resultat 
aufwiesen, wurde offenbar nicht geniigend Zucker verabfolgt, oder es 
war eine unrichtige Beobachtungszeit nach der Zu¢kerzufuhr gewablt. 
In keinem dieser Falle konnten wir nach einer solchen Zuckerverab- 
folgung, die auf die Ammoniakbildung unwirksam war, eine Erhéhung 
des Blutzuckers zur Norm feststellen. Die anderen Fille zeigten, 
daB die Verminderung der Ammoniakbildung der arbeitenden Musku- 
latur nach Insulin durch Zuckerzufuhr unter gleichzeitigem Ansteigen 
des Blutzuckers aufgehoben werden kann. Nach diesen Versuchen 
gewinnt die friiher geaéuBerte Vermutung Tatsachlichkeit, daB ein 
strikter Parallelismus zwischen Kohlenhydratstoffwechsel und der 
Ammoniakbildung der Muskulatur besteht. Ein sicherer Zusammenhang 
zwischen der diabetischen Stoffwechselstérung und etwa bestehenden 
Veranderungen im Ammoniakstoffwechsel konnte auch bei diesen 
Reversionsversuchen nicht erwiesen werden. 

Abb. 1 zeigt das Verhalten des bei Muskelarbeit entstandenen 
Blutammoniaks nach Insulin und nach Traubenzueker, sowie seine 
zeitlichen Beziehungen zum Blut-P und Blutzucker. 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 


An den besprochenen Fallen konnten wir wahrend der Arbeit 
unter Insulin eine Veranderung der Ammoniakbildung nachweisen, 
die nach Zuckerzufuhr reversibel ist. Fiir die Beurteilung der Versuchs- 
ergebnisse ist es wichtig, die Fehlerquellen zu beriicksichtigen, die unter 
Umstanden die Resultate zu beeintraichtigen in der Lage sind. Ferner 
miissen wir uns die Frage vorlegen, in welchem AusmaBe unsere Beob- 
achtungen, die durch Studium des Blutes gewonnen worden sind, 
einen SchluB auf gleichartige Stoffwechselvorgange in der Muskulatur 
selbst zulassen. 

In unseren Versuchsreihen sind nicht immer die Ruhewerte des Blut- 
ammoniaks unmittelbar vor der [nsulinarbeit untersucht. Wie wir bereits 
bemerkt, haben wir auf derartige Resultate verzichtet, um die Venen- 
punktionen nicht noch weiter zu vermehren. Wir konnten uns tiberzeugen, 
da8B dieser Umstand fiir die Beurteilung keine wesentliche Rolle spielt. 
Zwei Versuchsreihen, die wir hier anfiihren, sollen dies noch besonders 
illustrieren. 

Tabelle IV. 
Fortgesetzte NH,-Bestimmungen nach einmaliger Arbeit (mg-°, NH,-N). 





Sofort 
. Dauer nach 
7 Vor der 1 Zeit - . 
—— : . ‘. 2 r ler 
Versuch Datum Name Diagnose — arbeit Arbeit Arbeit nachher  NHa-N 
Nr. mg-9 | 9 Min. mg-° Min. mg-°/» 


31 23. XII. Hreb., @, Diabetes 0,04 61/, | 0,12 10 0,031 
50 Jahre mell. 

32 24. XIT. Chil., o, 0,029 5 0,057 15 0,033 
53 Jahre 


Wie aus der Tabelle IV hervorgeht, sinkt der Ammoniakwert des 
Blutes der Vena cubitalis schon nach etwa 10 bis 15 Minuten, die der Arbeit 
folgen, auf den Ruhewert ab. Wir sind daher, wenn wir kleinere Schwan- 
kungen der Ammoniakwerte des Blutes nicht beriicksichtigen, ohne weiteres 
in der Lage, den gleichen Ruhewert wie vor Insulin anzusetzen. Auch 
sonst kénnte diesem Umstand keine wesentliche Bedeutung zukommen, 
denn der von uns beobachtete Ausschlag der Ammoniakwerte liegt in einem 
Vielfachen der GréBenordnung der Werte bei Muskelruhe. 

Wir wollen bei dieser CGelegenheit betonen, daB das hier erwahnte 
Verschwinden des Ammoniaks kiirzere Zeit nach der Arbeit mit der Frage 
der Reversibilitaét der Ammoniakbildung im Muskel (Embden-Parnas) 
nichts zu tun hat und auf diese Vorgiénge auch nichts aussagen kann. 

Kin weiteres Moment, das wir als mégliche Fehlerquelle nochmals 
besprechen wollen, ist der Einflu8 der Ermiidung bei unseren Beobachtungen. 
Wir haben einleitend in dem Abschnitt Methodik auf eigene Resultate 
hingewiesen, die aus Versuchen mit wiederholter Arbeitspriifung ohne 
Insulin hervorgehen. Es zeigte sich in diesen Fallen, daB oftmals durch- 
gefiihrte Arbeitsleistung in der von uns gewaéhiten Anordnung eine kon- 
stante Blutammoniakerhéhung wiahrend der Arbeit ergibt. In eigenen 
Versuchsreihen haben wir diesen Fehler fiir unsere Insulinbeobachtungen 
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auch dadurch ausgeschlossen, daB wir die Arbeitsleistung vor und nach 
Insulin an verschiedenen Armen durchtiihren lieBen. Es zeigte sich bei 
diesen Versuchen (siehe Tabelle 111) prinzipiell das gleiche Ergebnis wie in 
den anderen ausfiihrlich besprochenen. Die Ermiidung kann auch aus 
anderen Griinden keine Unklarheit in unsere Ergebnisse bringen. In Beob- 
achtungen, in welchen die Arbeitsleistung vor und nach Insulin sowie nach 
Zuckerzufuhr gepriift worden ist, stellten wir, wie beschrieben, fest, daB 
unter Insulin eine ganz erhebliche Verminderung der Ammoniakbildung 
einsetzt, welche etwa 30 Minuten nach der Zuckerzufuhr aufgehoben werden 
kann, also einer normalen Ammoniakbildung Platz macht. Der Zucker 
versuch war bei dieser Anordnung stets als dritte Arbeitspriifung angesetzt, 
und es ist demnach unmdglich, daB die beschriebenen Veranderungen mit 
einem Fehler etwa vonseiten einer Verkleinerung der Ammoniakbildung 
durch die Ermiidung behaftet sein kénnen. Auch aus Beobachtungen am 
isolierten Muskel sind keinerlei Anhaltspunkte, die in dieser Hinsicht 
sprechen. 

Die RegelmaBigkeit, mit welcher die erhebliche Verringerung der 
Blutammoniakerhéhung bei der Arbeit nach Insulin (gegeniiber den 
Werten vor Insulin und Arbeit) einsetzt und die prompte Reversion 
dieser Erscheinung nach Zuckerzufuhr sprechen wohl unbedingt dafiir, 
daB das Insulin eine Verminderung der Ammoniakproduktion des 
Muskels selbst verursacht. Eine andere Erklarung dieser Erscheinung, 
z. B. durch Anderung der Diffusionsverhaltnisse usw. erscheint nicht 
denkbar. Bei der GréBenordnung der beobachteten Unterschiede 
erscheint es kaum notwendig zu betonen, daB keinerlei das gleiche 
AusmaB betreffende Verainderungen der Ionendiffusion unter der Ein- 
wirkung des Insulins beschrieben sind. Den endgiiltigen Beweis in dieser 
Richtung hoffen wir durch in Angriff genommene Versuche an isolierten 
Organen und Muskeln erbringen zu kénnen. 

Die Insulinwirkung fiihrt entsprechend diesen Beobachtungen 
nahezu ausnahmslos zu einer Verminderung der Ammoniakerhéhung 
bei der Arbeit, die gleichzeitig mit dem Absinken des Blutzuckers 
einsetzt. Es sind zwei Moglichkeiten zur Erklarung dieses Befundes 
gegeben. Erstens kénnte ein Verschwinden bzw. eine Verminderung 
der Adenylséiure im Muskel nach Insulin bestehen, und zweitens ware 
es méglich, daB bei annihernd gleicher verfiigbarer Adenylsiuremenge 
das Insulin eine Hemmung der Spaltung derselben zu Inosinséure 
und Ammoniak bewirkt. Eine Klarung dieser Frage glaubten wir durch 
Untersuchung der sogenannten Ammoniak-Muttersubstanz des Blutes 
gleichzeitig mit den friiher geschilderten Untersuchungen zu erhalten. 

Nach Parnas und Heller findet die Ammoniakabspaltung des Blutes 
auch in vitro statt. Die nach 24stiindigem Stehen des Blutes bei 38° (unter 
Paraffinabschlu8) vorhandenen Ammoniakmengen werden nach diesen 


Autoren als sogenannte Ammoniakmuttersubstanz bezeichnet. Nach 
Feststellungen von W. Mozolowski ist diese Ammoniakabspaltung zu einem 
groBen Teile durch Desaminierung der Adenylséure verursacht. Es ist 
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jedoch nicht vollkommen quantitativ Ammoniakmuttersubstanz mit 
Ammoniakspaltungsfahigkeit der Adenosinséure identisch. 

In fiinf Beobachtungsreihen (Tabelle V) wurden neben der Am- 
moniakbestimmung vor und nach Insulin auch Untersuchungen der 
Ammoniakmuttersubstanz des Blutes vorgenommen. 


Tabelle V. 





Ammoniakmuttersubstanz (mg-°, N) nach Arbeit und Insulin. 

Vor Insulin Nach Insulin 
Fall Vor Dauer Nach Insulin- Zeit Vor Dauer Nach 
& der der der menge nachher der der der 
Arbeit Arbeit Arbeit Arbeit Arbeit Arbeit 
Nr. mg-°/5 Min. mg-®/o Min. mg-°/5| Min. mg-° 
16, Tabelle 2 = 2,06 7 1,61 20 35 -- 7 2,12 
18, x 2 1,61 6 1.54 16 25—35 1,76 6 1,56 
19, sf 2 1,59 6 1,52 16 -25 — 5 1.54 
20, » 2 368 6 2,18 20 65 —- 6 2,14 
1, . 81142| 6 | 1,68 24 75 ‘ 6 1,21 


Aus den hier angefiihrten Resultaten geht hervor, daB eine nennens- 
werte Verinderung der Ammoniakmuttersubstanz vor und nach Insulin 
nicht besteht. Insbesondere tritt keine Verminderung der Ammoniak- 
muttersubstanz auf, die als Hinweis fiir eine Verkleinerung der verfiig- 
baren Adenosinsiure nach Insulin spricht. Findet nach unseren Dar- 
legungen unter Einwirkung des Insulins eine Abnahme, der Adenylsdure 
im Blute und daraus schlieBend auch im Muskel offenbar nicht statt, 
so kann die beobachtete Verminderung der Ammoniakbildung bei der 
Arbeit nur durch eine Hemmung der Spaltung der Adenylsdure zu Inosin- 


sdure und Ammoniak verursacht sein. 


Nach theoretischen Gesichtspunkten miiite man von den Ammoniak- 
werten der Amm@niakmuttersubstanz noch das jeweils im Blute vor- 
handene aktuelle Ammoniak abziehen, um die der Adenylséiure ent- 
sprechende Menge zu erhalten. Solche Berechnungen haben wir hier nicht 
durchgefiihrt, weil bei ihnen eine Summierung von Fehlern die Zuverlassig- 
keit beeintraichtigt. Zieht man jedoch derartige Differenzwerte in Betracht, 
so geht aus unseren Tabellen hervor, daB eine Vermehrung der Adenylséure 
im Verlauf der Insulinwirkung vorzuliegen scheint. Wir miissen hier nur 
nochmals betonen, da die Ammoniakmuttersubstanz kein sichergestellter, 
einheitlicher, mit Adenylsiure vollkommen identischér Kérper ist. 


Bei Unterbrechung der Insulinwirkung durch Kohlenhydratzufuhr 
tritt gleichzeitig mit dem Anstieg des Blutzuckers eine Reversion 
der von uns beobachteten Hemmung der Spaltung der Adenylsaure 
ein. Unter diesen Bedingungen durchgefiihrte Arbeit ergibt die gleichen 
Ammoniakbildungswerte, wie sie vor der Insulinwirkung bestanden 
haben. Diese Feststellungen sprechen fiir einen innigen Zusammenhang 
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des Stoffwechsels der Adenylsiéure und des Kohlenhydratstoffwechsels 
in der Muskulatur. Vielleicht kénnen unsere Resultate auch einen 
neuen Beweis fiir den Angriffspunkt des Insulins am Muskel bilden. 


Von physiologischer Seite, insbesondere von Embden, wurde auf die 
Kupplung des Stoffwechsels der Adenosinsiure und den Umsetzungen 
des Phosphorkreatins hingewiesen. Die von uns erhobenen Befunde lassen 
es moglich erscheinen, daB analoge Veranderungen wie die beschriebene 
Verminderung der Ammoniakbildung, also eine Verminderung der Spaltung 
des Phosphorkreatins nach Insulin, bestehen. Uber diese Frage liegt nur eine 
einzige Arbeit in der uns zugénglichen Literatur vor. Wakler und Olmsted 
stellten nach Insulin (50 Einh., 20 Stunden spater untersucht) im Stadium 
der Krampfe eine Verminderung des im Muskel vorhandenen Phosphor- 
kreatins fest. Derartige Versuche mit unbedingt toxischen Dosen gestatten 
keinerlei RiickschluB auf das wirkliche Verhalten des ruhenden und 
arbeitenden menschlichen Muskels. In Ubereinstimmung mit den eingangs 
zitierten Autoren fanden wir eine Verminderung des anorganischen Phos 
phors nach Insulin. In weiteren Versuchsreihen, die der eine von uns 
Schwarz) ausgefiihrt hat, wurde die Frage gepriift, ob die Senkung des 
anorganischen Phosphors etwa durch Veraénderung des Phosphorkreatins im 
Blute verursacht sein kann. Diese Beobachtungen/! muBten sich zuerst 
damit beschaftigen, sicher zu entscheiden, ob im Blute Phosphorkreatin in 
gréBeren Mengen vorhanden ist. Die diesbeziiglichen Beobachtungsreihen 
sind noch keinesfalls abgeschlossen, es schien aus ihnen jedoch wahrscheinlich, 
daB sich Phosphorkreatin im Blute findet. Die genaue Identifizierung hat 
sichere Untersuchungen der Aufspaltungsverhaéltnisse der Phosphor- 
fraktionen im Blute zur Voraussetzung, die auSerordentlich schwierig 
sind, da im Blute nur Bruchteile der Mengen, die im Muskel vorhanden 
sind, méglich sein kénnen. (Die ausfiihrliche Mitteilung dieser Beobachtungen 
erfolgt in dieser Zeitschrift.) 

Unsere Untersuchungen wurden zunachst von dem Gesichtspunkt 
aus vorgenommen, festzustellen, ob beim Diabetiker eine Veranderung 
des Stoffwechsels der Adenylsaure und dieser koordiniert etwa des 
Phosphorkreatins besteht. Wir konnten dabei in groBen Versuchsreihen 
durch systematische Beobachtung der Ammoniakbildung bei der Arbeit 
keinen Beweis fiir eine derartige Stérung erbringen. Dieses Ergebnis 
scheint uns nach den besprochenen Zusammenhangen zwischen Kohlen- 
hydratstoffwechsel und der Ammoniakbildung unter Insulin nicht ganz 
befriedigend, und es ware die Méglichkeit gegeben, daB solche Stoff- 
wechselstérungen beim Diabetes doch zu Recht bestehen, aber mit 
unserer Methode noch nicht nachweisbar sind. 


Anhang. 


Uber die Wirkung des Adrenalins auf den Ammoniakge halt des Blutes hei 
der Arbe it. 

An fiinf kreislauf- und stoffwechselgesunden Menschen untersuchten 

wir mit unserer bei den Insulinbeobachtungen beschriebenen Versuchs- 
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anordnung den EinfluB des Adrenalins auf den Ammoniakgehalt des 
Blutes bei der Arbeit. Es wurde dabei stets auch der Blutzucker mit- 
bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle VI zusammengestellt. 


Nur in einem einzigen Falle ergab sich bei diesen Beobachtungen eine 
Senkung der Ammoniakbildung wahrend der Arbeit (Fall Nr.35). Bei 
diesem Patienten bestanden durch das Adrenalin bewirkte Allgemein- 
beschwerden, und es wurde sicherlich weniger Arbeit nach Adrenalin ge- 


leistet. Bei den anderen Fallen konnte nach Adrenalin, dessen Wirkung, 


gepriift am Blutzucker, ausgesprochen zu sein schien, kein Einflu8 auf 
die Ammoniakbildung bei der Muskeltatigkeit festgestellt werden. Bei 
der Bewertung dieser Versuche miissen wir jedoch beriicksichtigen, daB 
die in Anwendung gezogenen Adrenalindosen (1 mg) verhaltnismaBig 
klein waren und wir unter solchen Bedingungen bei subkutaner Adrenalin- 
applikation nicht immer gleichmaéSige und ausgesprochene Wirkungen 


finden. 
Zusammenfassung. 

In Ubereinstimmung mit Befunden von Parnas und Mitarbeitern 
wurde bei ermiidender Muskelarbeit eines Armes eine betrachtliche 
Erhéhung des Blutammoniaks (bis auf das vierfache des Ruhewertes) 
festgestellt. 

Unter Insulinwirkung bleibt die Erhéhung des Ammoniaks nach 
der Arbeit vollkommen aus oder ist wesentlich geringer wie bei Arbeits- 
leistung vor Insulin. 

Die verminderte Ammoniakbildung bei der Muskelleistung unter 
Insulin stellt einen reversiblen Vorgang dar. Nach Zuckerzufuhr ge- 
leistete Arbeit bewirkt die gleiche Erhéhung des Blutammoniaks wie 
vor der Insulinzufuhr. 

Untersuchungen der Ammoniakmuttersubstanz nach Insulin 
machen es wahrscheinlich, daf8 die Verminderung der) Ammoniak- 
erhéhung im Gefolge der Arbeit nicht auf ein Verschwinden der Adenyl- 
siure, sondern auf eine Hemmung der Spaltung derselben zurtickzu- 
fiihren ist. 

Es besteht ein strikter Zusammenhang zwischen der blutzucker- 
senkenden Wirkung des Insulins und den gefundenen Veranderungen 
des Ammoniakstoffwechsels bei Kérperarbeit. 

Die Méglichkeit analoger Veriinderungen des Phosphorkreatins 
werden diskutiert. 
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Der Anteil der einzelnen Organe am Cholesterinstoffwechsel wird 
meist auf Grund der histologischen Bilder oder des Prozentgehalts 
der Organe an Cholesterin beurteilt. Beriicksichtigt man jedoch den 
Gesamtgehalt der Organe an Cholesterin im Verhaltnis zu der im Kérper 
iiberhaupt vorhandenen Cholesterinmenge, so bekommt man ein ganz 







anderes Bild. 


Folgende Tabelle gibt zum Teil nach Hueck eine Ubersicht iiber die 
Verteilung des Gesamtcholesterins in einem etwa 70 kg schweren mensch- 






lichen Korper: 














: P Gehal Cholesteringehalt 

Organe Gesamtgewicht ~o-“ehalt Cholesteringehalt in © , des gesamten 
Cholesterin K -cholesteri 

Z orpert iwolesterimns 







kg 


















Gehirn . erg. a 1,3 3.0 39.0 40,7 
Muskulatur . . , 32.0 0,08 22.0 24,0 








Fettgewebe. ... 12,0 0.15 18,9 18,8 
Nebennieren .. . 0,011 4,0 0.44 0.46 
| 4.9 0,15 7.4 7,75 
| gee eee 1.5 03 4.5 4.7 
SS es 0,8 0,35 2.8 2,9 
Nieren . oe eae 0,3 0,3 09 0,94 
ee  « ey 0,15 0,2 0,3 0,31 





0.3 0,12 0.36 0.38 


Herz . 









Dabei wurde das periphere Nervensystem mit seinem hohen Chole- 
steringehalt sowie das Knochenmark gar nicht beriicksichtigt. Man sieht 
aus der Tabelle, daB Nervensystem, Muskulatur und Fettgewebe be- 
ziiglich der in ihnen enthaltenen Gesamtcholesterinmenge an erster 
Stelle stehen, ihnen folgen Blut, Leber und Lungen, wahrend die ubrigen 
Organe, unter ihnen auch die vielfach fiir ein Speicherorgan gehaltenen 
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Nebennieren, kaum je 1°, des Gesamtcholesterins enthalten. Die in 
beiden Nebennieren enthaltene Cholesterinmenge reicht nur aus, um 
das Blutcholesterin um 6°, zu steigern, waihrend wir doch voriiber- 
gehende Schwankungen bis 30°, beobachten kénnen. 

Diese Uberlegungen stellen die an erster Stelle genannten drei 
Organsysteme in den Vordergrund des Interesses. Die Beteiligung des 
Fettgewebes am Cholesterinstoffwechsel ist wohl ohne weiteres klar, 
wird doch die Transporthypercholesterinimie als die theoretisch ein- 
fachste Art der Cholesterinzunahme im Blute von allen Autoren an- 
erkannt. Das Gehirn ist in dieser Beziehung kaum erforscht, wie iiber- 
haupt die Dynamik der Gehirnchemie so gut wie unbekannt ist. Uber 
die Beziehungen der Muskulatur zum Cholesterinstoffwechsel findet 
man in der Literatur bereits vereinzelte Mitteilungen. So lieB Picard 
Hunde in einer drehbaren Trommel laufen und sah bei langdauernder 
und steigernder Muskelarbeit Zunahme des Blutcholesterins. In Uberein- 
stimmung damit sah Sanchirico eine bedeutende Steigerung des Chole- 
steringehalts des Blutes beim Menschen wahrend der kérperlichen 
Arbeit. Franzésische Autoren untersuchten das zu- und abflieBende 
Blut auf seinen Cholesterin- bzw. Lipoidgehalt. Grigaut und Yovanovitch 
fanden, daB das Blut der Femoralvene mehr Lipoid enthalt als das 
der Femoralarterie und sprachen von einem Freiwerden des Cholesterins 
und der Lipoide in der Muskelsubstanz. Nach ihnen ist die Fett- und 
Lipoidbildung ein gemeinsames Kennzeichen aller tierischen Zellen. 
In den Organen soll standig Fett und Lipoid gebildet werden, das 
dann in der Lunge festgehalten wiirde, so daB die Fettstoffe sich in 
einem stetigen Kreislauf befiinden. Rémond, Colombies und Bernardbeig 
wiesen nach, daB die Differenz im Cholesteringehalt zwischen dem Blut 
der Femoralvene und -arterie aufhért, wenn vorher der Nervus ischiadicus 
durchschnitten wurde. Es hat nach dieser Beobachtung den Anschein, 
als ob das Blutcholesterin vom Nervensystem tonisch beeinflubt wiirde. 
Nach Grigaut und Déjace stellt sich der arterio-venése Cholesterin- 
unterschied wieder her, wenn man den durchschnittenen Nerv faradisch 
reizt, sie konnten sogar diese Differenz durch die Reizung — kiinstliche 
Muskeltatigkeit — tiber die bei Ruhe gefundene Norm steigern. 

Die Versuche von Grigaut und Déjace beweisen nicht eindeutig, 
daB der in der Femoralvene gegeniiber der Arterie beobachtete Lipoid- 
iiberschuB auf einer Lipoidausschwemmung aus der Muskulatur des 
Hinterbeines beruht, nimmt doch die Femoralvene das Blut auBer von 
der Muskulatur auch aus dem Knochenmark und dem Unterhaut- 
fettgewebe auf. Wir entschlossen uns daher, die Versuche von Grigaut 
und Déjace zu wiederholen mit dem Unterschied, daB wir auch die 
Lipoide im Blute der Vena saphena, einer rein subkutanen Vene, gleich- 


zeitig bestimmten. 
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Methodik. 


Hunde bekamen Morphium und Ather. Der Nervus ischiadicus, in 
den Versuchen 2 und 3 auch der N. cruralis, wurden durchschnitten und 
mit einem faradischen Strom bei einem Rollenabstand Null gereizt. Vor 
und nach der Nervendurchschneidung, sowie zweimal wahrend der Nerven 
reizung wurde Blut durch Punktion der Arteria femoralis. Vena femoralis 
und Vena saphena entnommen. Das durch Oxalat ungerinnbar gemachte 
Gesamtblut wurde nach Bloor extrahiert. Im Alkohol-Atherextrakt be- 
stimmten wir das Gesamtcholesterin kolorimetrsich nach Bloor, mit dem 
Unterschied, daB die Verseifung nach Gardner und For in der Kalte vor- 
genommen wurde und daf wir das Saponifikat erst durch Waschen mit 
Wasser reinigten, bevor das Cholesterin in Chloroform aufgenommen 
wurde. Das Gesamtfett wurde titrimetrisch nach Bloor bestimmt. Der 
Lipoidphosphor wurde nach Randles und Knudson in Freiheit gesetzt und 
kolorimetrisch nach Fiske und Subbarow bestimmt. An dem gleichen 
Extrakt wurden stets Doppelbestimmungen ausgefiihrt, die im Mittel 
beziiglich des Cholesterins um 2,1°,, des Gesamtfettes um 4,9°,, und des 
lipoiden P um 1,8°%, differierten. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Die Beurteilung der Versuchsergebnisse wird dadurch erschwert, 
daB es in héherem MaBe, als es bei Grigaut und Déjace der Fall war, 
auch im artiellen Blute zu Schwankungen des Lipoidgehalts kam. 
Diese sind vielleicht auf die Wirkung des Athers zuriickzufiihren. 
Immerhin laBt sich folgendes einwandfrei feststellen: 


In den Versuchen 1, 2 und 5, wo nur der Nervus ischiadicus gereizt 
wurde, ist iibereinstimmend am Ende der Nervenreizung im Blute der 
Vena femoralis und V. saphena mehr Cholesterin enthalten als im 
arteriellen Blute. In den Versuchen dagegen, wo mit dem Ischiadicus 
gleichzeitig auch der Nervus cruralis gereizt wurde, ist der Cholesterin- 
gehalt des artiellen und venésen Blutes auch nach 20 Minuten langer 
Reizung der gleiche. Mit der Cholesterinsteigerung im vendsen Blute 
geht keine Steigerung des Gesamtfettes parallel, so daB der Quotient 
Gesamtfett : Cholesterin im Venenblut infolge der Reizung abnimmt. 

Der vielbesprochene arterio-venése Unterschied im Gesamtfett- 
gehalt des Blutes konnte vor dem Eingriff in allen Versuchen bis auf 
den Versuch 4 festgestellt werden. Der entsprechende Unterschied 
im Cholesteringehalt wurde nur im Versuch 5 vermibt. Diese Unter- 
schiede bewegen sich allerdings in der Grenze des mittleren Bestimmungs- 
fehlers, so daB es nicht angeht, aus ihnen weitgehende Schliisse auf die 
Funktion der Lungen im Fett- und Cholesterinstoffwechsel zu ziehen. 
Der von den franzésischen Autoren als Folge der Neurotomie beob 
achtete Ausgleich der arterio-venésen Fettdifferenz, also der tonische 
NerveneinfluB. auf den Blutfettspiegel, konnte in charakteristischer 
Weise nicht gefunden werden. 
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Fragt man sich nun, wodurch die nach Reizung des Nervus ischi- 
adicus beobachtete Steigerung des Cholesteringehalts im Venenblut 
bedingt sei, so erscheint angesichts der Tatsache, da} diese Steigerung 
das Blut sowohl der Vena femoralis als auch der Vena saphena betrifft, 
die Annahme von Grigaut und Déjace wenig wahrscheinlich, daB wir es 
hier mit einer Ausschwemmung aus dem Muskelgewebe zu tun hitten. 
Die gleichsinnige Reaktion in beiden Venen legt vielmehr den Gedanken 
nahe, daB es sich hier um eine Mobilisation des Cholesterins aus dem 
Unterhautfettgewebe bzw. dem Knochenmark handelt. Unsere Beob- 
achtung erginzt gewissermaben die Befunde Wertheimers iiber die 
nervése Regulation der Fettausschwemmung aus den Depots. Er 
durchschnitt bekanntlich Hunden das Brustmark und _ verhinderte 
dadurch das Eintreten der Lipimie sowie die Fettinfiltration der Leber 
nach Phlorrhizinvergiftung. Er konnte ferner zeigen, daB hungernde 
Hunde das Fettgewebe jener Extremitét nicht zu konsumieren ver- 
mochten, die der Nervenversorgung beraubt waren. Wahrend also 
in diesen Versuchen der NerveneinfluB auf die Fettmobilisation aus 
dem Ausbleiben der erwarteten Reaktion nach Durchtrennung des 
Nerven bewiesen wurde, also auf negativem Wege, so scheinen unsere 
Versuche fiir die Annahme einer nervésen Regulation der Fettausschwem- 
mung positive Beweise zu liefern. 

Wenn wir die eingangs angefiihrten Beobachtungen, welche fiir 
den EinfluB der Muskulatur auf den Fett- und Cholesterinstoffwechsel 
zu sprechen scheinen, von diesem Gesichtspunkt aus nochmals priifen, 
so kénnen wir die Méglichkeit der Fettmobilisation aus den Depots 
in keinem Falle mit voller Bestimmtheit ausschlieBen. Denn auch 
in den Versuchen von Picard und von Sanchirico kann es sich um eine 
Erschépfung der Glykogenvorrite der Leber und eine nachfolgende 
Fettmobilisation gehandelt haben. Obwohl daher die quantitative 
Betrachtung den unmittelbaren EinfluB der Muskulatur auf den Fett- 
und Cholesterinstoffwechsel im Sinne eines Stoffaustausches zwischen 
Muskulatur und Blut erwarten laBt, so fehlen uns hierfiir einwandfreie 
Beweise. Solche kann nur die Analyse des Muskels liefern. 


Zusammenfassung. 


Die Befunde von Grigaut und Déjace konnten teilweise bestatigt 
werden. Der Unterschied im Cholesteringehalt des Blutes in der Arteria 
und Vena femoralis konnte durch Reizung des Nervus ischiadicus 
erhéht werden. Die Erhéhung betraf auch das Blut der Vena saphena. 
Die Steigerung blieb aus, wenn gleichzeitig auch der N. cruralis ge- 
reizt wurde. Der Gesamtfettgehalt ging, entgegen den Angaben der 
franzésischen Autoren, mit dem Cholesteringehalt nicht parallel, so 


i 
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daB im Venenblut der Quotient Gesamtfett : Cholesterin im Laufe der 
Reizung abnahm. 

Die Versuchsergebnisse werden als eine durch Nervenreizung be- 
dingte Cholesterinausschwemmung aus dem Unterhautgewebe bzw. aus 


dem Knochenmark gedeutet. 
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